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POLINUCLEOTIDEO COMPREENDENDO UMA SEQUENCIA DE BASE QUE
CODIFICA O RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO, VETOR E METODO

CAMPO TECNICO

[1] A presente invencdo se refere a um receptor de
antigeno quimérico, uma célula que expressa um receptor de
antigeno quimérico, um vetor que inclui uma sequéncia de
base que codifica um receptor de antigeno gquimérico e
similares.

[2] A prioridade é reivindicada do pedido de patente
japonés n°® 2017-061461, depositado em 27 de marco 2017, o
contetdo do qual é aqui incorporado por referéncia.

ANTECEDENTES DA TECNICA

[3] Um receptor de antigeno quimérico (aqui, a seguir,
também referido como “CAR”) é uma proteina gquimérica
artificial na qual um anticorpo de fita UGnica gque reconhece
um antigeno de superficie celular de uma célula cancerigena
estd fundido com uma regido de transducdo de sinal que induz
a ativacdo da célula T. Por exemplo, pela introducdo de um
gene que codifica um CAR dentro de células T sanguineas
periféricas normais que nédo apresentam reatividade tumoral
(linfécitos T sanguineos periféricos), é possivel produzir
uma grande quantidade de células T que expressam CAR (aqui,
a seguir, também referidas como “células T-CAR”) capazes de
expressar um CAR. Tais células T-CAR apresentam reatividade
tumoral e, logo, podem permitir que as células cancerigenas
sejam prejudicadas sem depender da interacdo com o complexo
de histocompatibilidade principal (MHC).

[4] No que diz respeito a imunoterapia do céncer pela
administracdo de células T-CAR, mais especificamente, uma

terapia na qual as células T s&o coletadas a partir de um
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paciente, um gene que codifica um CAR é introduzido dentro
da referida células T e o gene é amplificado para ser
retransferido dentro do paciente, o0s ensaios clinicos estédo
atualmente em progresso ao redor do mundo e resultados que
mostram a eficdcia em neoplasias hematopoiéticas, como
leucemia e linfoma, e similares foram obtidas.

[5] No entanto, na imunoterapia do céncer usando
célula s T-CAR, a situacdo atual é que resultados eficazes
sdo obtidos apenas para neoplasias hematopoiéticas, e
resultados eficazes n&o sdo obtidos para tumores sbélidos. A
fim de desenvolver um CAR eficaz para tumores sdélidos, a
selecdo de antigenos alvo é importante e buscas por antigenos
alvo aplicaveis aos tumores sdélidos sdo requeridas.

[6] Enquanto isso, como os fatores em um caso em gue
a terapia com Célula T-CAR ndo é eficaz contra tumores
s6lidos, uma baixa taxa de sobrevivéncia de células T-CAR in
vivo, um baixo nivel de acUmulo do mesmo em tumores locais,
a inibicéo da atividade do mesmo por fatores
imunossupressores secretados por células tumorais e
similares, e similares sdo concebiveis. Como um método de
resolucdo de tal problema, um método foi reportado no qual
um adcido nucleico que codifica um fator de promocdo da funcéo
imune de células T é introduzido nas células T junto com um
dcido nucleico que codifica um CAR (Literatura patentaria
1).

LISTA DE CITAGCOES

LITERATURA PATENTARIA

[7] [Literatura patentaria 1] - Publicacéo
Internacional do PCT n° WO 2016/056228

SUMARIO DA INVENCAO
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PROBLEMA TECNICO

[8] Uma vez que os efeitos das células T-CAR que
direcionam um antigeno expresso em um tumor humano sélido
ndo foi confirmado na Literatura patentédria 1, as células T-
CAR que mostram eficdcia contra tal antigeno sdo requeridas.

[9] Um objetivo da presente invencdo é fornecer um
novo CAR que direciona um antigeno de tumor sélido como um
antigeno alvo e uma célula T-CAR que é eficaz contra os
tumores sdélidos.

SOLUCAO PARA O PROBLEMA

[10] A presente invencdo inclui os seguintes aspectos.

(1) Um receptor de antigeno quimérico que inclui uma
regido de ligacdo do antigeno alvo; uma regido transmembrana;
e uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T,
na qual o antigeno alvo é o gangliosideo GM2.

(2) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(1), no qual a regido de ligacdo do antigeno alvo inclui uma
regido varidvel de cadeia pesada e uma regido variavel de
cadeia leve de um anticorpo anti-gangliosideo GM2.

(3) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(2), no qual o anticorpo anti-gangliosideo GM2 é um anticorpo
selecionado do grupo gue consiste nos seguintes (a) a (c):

(a) um anticorpo que inclui uma regido variavel de
cadeia pesada apresentando CDR1, CDR2 e CDR3 de uma regido
variavel de cadeia pesada que consiste em uma sequéncias de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 2, e uma regido
variavel de cadeia leve apresentando CDR1, CDR2 e CDR3 de
uma regido varidvel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncias de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 4,

e qgue apresenta uma capacidade de ligacdo ao gangliosideo
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GM2;

(b) um anticorpo que inclui uma regido variavel de
cadeia pesada que consiste em uma sequéncias de aminoacido
na qual um ou diversos aminodcidos sdo mutados na sequéncia
de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 2, e uma regiédo
varidvel de cadeia leve gque consiste em uma sequéncias de
aminoacido na qual um ou diversos aminodcidos s&do mutados na
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 4,

e que apresenta uma capacidade de ligacdo ao gangliosideo

(c) um anticorpo que inclui uma regido variavel de
cadeia pesada que consiste em uma sequéncias de aminoéacido
apresentando 70 % ou mais de identidade de sequéncia para a
sequéncia de aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 2,
e uma regido variadvel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncias de aminodcido apresentando 70 % ou mais de
identidade de sequéncia para a sequéncia de aminodcido tal
como definida na SEQ ID NO: 4, e que apresenta uma capacidade
de ligacdo ao gangliosideo GMZ2.

(4) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(3), no qual a regido varidvel de cadeia pesada inclui a
sequéncia de aminoadcido tal como definida na SEQ ID NO: 2,
e a regido variavel de cadeia leve inclui a sequéncia de
aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 4.

(5) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
qualquer um de (2) a (4), no qual o anticorpo anti-
gangliosideo GM2 é um anticorpo de fita Unica (scFv).

(6) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(5), no qual o scFv é um polipeptideo selecionado do grupo

que consiste nos seguintes (a) a (c):
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(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminocacido selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
10, 12, 14 e 16;

(b) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia para uma sequéncia de aminocadcido selecionada do
grupo gque consiste em SEQ ID NOs: 10, 12, 14, e 16, e que
apresenta uma capacidade de ligacdo ao gangliosideo GM2; e

(c) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos sdo mutados em
uma sequéncia de aminodcido selecionada do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 10, 12, 14, e 16, e que apresenta uma
capacidade de ligacdo ao gangliosideo GM2.

(7) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
qualquer um de (1) a (6), no gqual a regido transmembrana é
uma regido transmembrana de CDS8.

(8) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(7), no qual a regido transmembrana de CD8 inclui um

polipeptideo selecionado do grupo que consiste nos seguintes

(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 20;

(b) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia para a sequéncia de aminodcido tal como definida
na SEQ ID NO: 20, e que apresenta uma capacidade
transmembrana; e

(c) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na

sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 20,
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e que apresenta uma capacidade transmembrana.

(9) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
qualquer um de (1) a (8), no qual a regido de transducédo de
sinal de ativacdo de célula T é uma regido de transducdo de
sinal de ativacdo de célula T de CD3C.

(10) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(9), no gqual a regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T de CD3( inclui um polipeptideo selecionado do grupo
que consiste nos seguintes (a) a (c):

(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 28;

(b) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de
aminoacido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para a sequéncia de aminodcido tal
como definida na SEQ ID NO: 28, e dque apresenta uma
capacidade de transducdo de sinal de ativacdo de célula T;
e

(c) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de
aminoacido na qual um ou diversos aminodcidos s&do mutados na
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 28,
e qgque apresenta uma capacidade de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T.

(11) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(9) ou (10), no qual a regido de transducdo de sinal de
ativacédo de célula T ainda inclui pelo menos um de uma regido
de transducdo de sinal de ativacdo de célula T de CD28 e uma
regido de transducédo de sinal de ativacdo de célula T de 4-
1BB.

(12) O receptor de antigeno quimérico de acordo com

(11), no qual a regido de transducdo de sinal de ativacédo de
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célula T de CD28 inclui um polipeptideo selecionado do grupo
que consiste nos seguintes (a) a (c):

(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 24;

(b) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para a sequéncia de aminodcido tal
como definida na SEQ ID NO: 24, e que apresenta uma
capacidade de transducdo de sinal de ativacdo de célula T;
e

(c) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 24,
e qgque apresenta uma capacidade de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T.

(13) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
(11), no qual a regido de transducdo de sinal de ativacédo de
célula T de 4-1BB inclui um polipeptideo selecionado do grupo
que consiste nos seguintes (a) a (c):

(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 26;

(b) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para a sequéncia de aminoadcido tal
como definida na SEQ ID NO: 26, e dgue apresenta uma
capacidade de transducdo de sinal de ativacdo de célula T;
e

(c) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de

aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na

sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 26,
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e qgque apresenta uma capacidade de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T.

(14) O receptor de antigeno quimérico de acordo com
qualquer um de (11) a (13), no qual a regido de transducéo
de sinal de ativacdo de célula T inclui a regido de
transducdo de sinal de ativacdo de células T de CD28, 4-1BB,
e CD3(, e estd localizada na ordem CD28, 4-1BB e CD3( a
partir de um lado N terminal.

(15) Uma célula a qual expressa o receptor de antigeno
quimérico de acordo com qualquer um de (1) a (14).

(16) A célula de acordo com (15), a qual ainda
expressa pelo menos um de IL-7 ou CCL19.

(17) A célula de acordo com (16), a qual expressa
ambos IL-7 e CCL19.

(18) A célula de acordo com (1l6) ou (17), na qual o
IL-7 inclui um polipeptideo selecionado do grupo que consiste
nos seguintes (a) a (c):

(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 59;

(b) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia para a sequéncia de aminocdcido tal como definida
na SEQ ID NO: 59 e que apresenta uma funcdo de promog¢do da
funcdo imune da célula T; e

(c) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido na qual um ou diversos aminodcidos s&do mutados na
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 59,
e que apresenta uma funcdo de promog¢cdo da funcdo imune da
célula T.

(19) A célula de acordo com qualquer uma de (16) a
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(18), na qual o CCL19 inclui um polipeptideo selecionado do
grupo que consiste nos seguintes (a) a (c):

(a) um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 61;

(b) um polipeptideo gque consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia para a sequéncia de aminodcido tal como definida
na SEQ ID NO: 61, e que apresenta uma funcdo de promocdo da
funcdo imune da célula T; e

(c) um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 61,
e que apresenta uma funcdo de promocdo da funcdo imune da
célula T.

(20) A célula de acordo com qualgquer um de (15) a (19),
na qual a célula é uma célula imune.

(21) A célula de acordo com (20), na qual a célula
imune é uma célula T.

(22) Um polinucleotideo que inclui uma sequéncia de
base que codifica o receptor de antigeno guimérico de acordo
com qualgquer um de (1) a (14).

(23) O polinucleotideo de acordo com (22), ainda
incluindo pelo menos um de uma sequéncia de base que codifica
IL-7 ou uma sequéncia de base que codifica CCL19.

(24) O polinucleotideo de acordo com (23), que inclui
ambas a sequéncia de base que codifica IL-7 e uma sequéncia
de base que codifica CCL19.

(25) Um vetor que inclui uma sequéncia de base que
codifica o receptor de antigeno quimérico de acordo com

qualquer um de (1) a (14).
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(26) O vetor de acordo com (25), ainda incluindo pelo
menos um de uma sequéncia de base que codifica IL-7 ou uma
sequéncia de base que codifica CCL19.

(27) O vetor de acordo com (26), que inclui ambas a
sequéncia de base que codifica IL-7 e uma sequéncia de base
que codifica CCL19.

(28) Um método para a producdo uma célula que expressa
um receptor de antigeno quimérico, que inclui a introducédo
de um polinucleotideo ou um vetor que inclui uma sequéncia
de base que codifica o receptor de antigeno gquimérico de
acordo com qualgquer um de (1) a (14) na célula.

(29) O método para a producdo de uma célula que
expressa um receptor de antigeno quimérico de acordo com
(28), ainda incluindo a introducdo de um polinucleotideo ou
um vetor que inclui pelo menos um de uma sequéncia de base
que codifica IL-7 ou uma sequéncia de base que codifica CCL19
na célula.

(30) O método para a producdo de uma célula que
expressa um receptor de antigeno quimérico de acordo com
(29), ainda incluindo a introducdo de um polinucleotideo ou
um vetor que inclui ambas uma sequéncia de base que codifica
IL-7 e uma sequéncia de base que codifica CCL19 na célula.

(31) Uma composicdo farmacéutica compreendendo a
célula de acordo com qualquer um de (15) a (20).

(32) A composicdo farmacéutica de acordo com (31), a
qual é uma composicdo farmacéutica para o tratamento ou
prevencdo de um tumor.

EFEITOS VANTAJOSOS DA INVENCAO

[11] De acordo com a presente invencdo, um novo CAR

que direciona um antigeno de tumor sélido como um antigeno
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alvo e uma célula T-CAR que é eficaz contra tumores sdbdlidos
sdo fornecidos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[12] A Fig. 1A é uma vista esquemdtica que mostra um
constructo CAR anti-GMZ2.

[13] A Fig. 1B é uma vista esquemdtica que mostra um
Vetor CAR anti-GM2 que expressa IL-7 / CCL19 e uma célula T
anti-GM2 que expressa CAR-IL-7 / CCL19 dentro da qual o vetor
foi introduzido.

[14] A Fig. 2 mostra os resultados da checagem de um
nivel de expressdo of CAR nas células T anti-GM2 dque
expressam CAR-IL-7 / CCL19 por citometria de fluxo. O grafico
a esquerda mostra os resultados de uma célula T néo
transgénica e o grafico a direita mostra os resultados da
célula T anti-GM2 que expressa CAR-IL-7 / CCL19.

[15] A Fig. 3 mostra os resultados da medicdo de
concentracdes de IL-7 e CCL19 em um sobrenadante de cultura
de uma célula T anti-GM2 que expressa CAR por ELISA. Nos
graficos, o termo “GM2 CAR” representa uma célula T anti-GM2
que expressa CAR-IL-7 / CCL19 e o termo “ndo infeccdo”
representa uma célula T ndo transgénica (o mesmo se aplica
nas figuras subsequentes).

[16] A Fig. 4 mostra agendas de ensaio de um ensaio
de citotoxicidade tumoral e um ensaio de co-cultura usando
célula s T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19.

[17] A Fig. b5A mostra resultados de um ensaio de
liberacdo de cromo usando quatro tipos de células T anti-GM2
que expressam CAR-IL-7 / CCL19. A Fig. 5A mostra os
resultados do ensaio no qual linhagens <celulares de

mesotelioma maligno (Y-meso8A e MSTO211H) sdo usadas coma
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célula s alvo. Nos gréaficos, cada um de “WL15VH”, “WL25VH”,
“WH15VL” e “WH25VL” representam resultados com as células T
anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 que inclui as
sequéncias correspondentes de sequéncias scFv de CAR anti-
GM2 (o mesmo se aplica nos graficos subsequentes).

[18] A Fig. 5B mostra os resultados de um ensaio de
liberacdo de cromo usando quatro tipos de células T anti-GM2
que expressam CAR-IL-7 / CCL19. A Fig. 5B mostra os
resultados do ensaio no qual linhagens celulares de mieloma
(KMS-11 e KMS-28PE) sdo usadas coma célula s alvo.

[19] A Fig. 6A mostra os resultados de comparacdo dos
ensaios de liberacdo de cromo de uma célula T anti-GM2 que
expressa CAR-IL-7 / CCL19 e uma célula T-CAR controle. A Fig.
6A mostra os resultados do ensaio no gqual uma linhagem
celular de mesotelioma maligno (Y-meso8A) é usada como uma
célula alvo. Nos graficos, “T-CAR FITC” representa células
T-CAR anti-FITC usadas como um controle negativo (o mesmo se
aplica nos graficos subsequentes).

[20] A Fig. 6B mostra resultados de comparacdo dos
ensaios de liberacdo de cromo de uma célula T anti-GM2 que
expressa CAR-IL-7 / CCL19 e uma célula T-CAR controle. A Fig.
6B mostra os resultados do ensaio no qual uma linhagem
celular de mieloma (KMS1l1l) é usada como uma célula alvo.

[21] A Fig. 6C mostra os resultados de comparacdo dos
ensaios de liberacdo de cromo de uma célula T anti-GM2 que
expressa CAR-IL-7 / CCL19 e uma célula T-CAR controle. A Fig.
6C mostra os resultados do ensaio no gqual uma linhagem
celular de céncer de cdlon (SW480) é usada como uma célula
alvo.

[22] A Fig. 7 mostra os resultados de um ensaio de
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co-cultura de uma linhagem celular de mesotelioma maligno
(Y-meso8A) GM2-positiva com células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19 ou células controle. Na figura, o termo
“apenas tumor” indica que apenas células tumorais sé&o
cultivadas (o mesmo se aplica nas figuras subsequentes).

[23] A Fig. 8 mostra os resultados de um ensaio de
co-cultura de uma linhagem celular de mesotelioma maligno
(MSTO221H) GM2-positiva com células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19 ou células controle.

[24] A Fig. 9 mostra resultados de um ensaio de co-
cultura de uma linhagem celular de céncer de cdélon (SW480)
GM2-negativa com células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7
/ CCL19 ou células controle.

[25] A Fig. 10 mostra os resultados da medicdo de IFN-
Yy em um sobrenadante de cultura de um ensaio de co-cultura
de cada linhagem de célula tumoral com células T anti-GM2
que expressam CAR-IL-7 / CCL19 ou células controle por ELISA.

[26] A Fig. 11A mostra a progressdo do crescimento
tumoral quando as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7
/ CCL19 ou células T ndo transgénicas sdo administradas a um
camundongo imunodeficiente ao qual a Luciferase que expressa
MSTO211H foi intratoracicamente administrada.

[27] A Fig. 11B mostra a progressdo do crescimento
tumoral quando as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7
/ CCL19 ou células T ndo transgénicas sdo administradas ao
camundongo imunodeficiente ao qual a Luciferase que expressa
MSTO211H foi intraperitonealmente administrada.

[28] A Fig. 12 mostra os resultados da andlise de
progressdo do crescimento tumoral quando as células T anti-

GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 ou células T né&o
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transgénicas sdo administradas ao camundongo imunodeficiente
ao qual a Luciferase que expressa MSTO211H foi
intratoracicamente administrada.

[29] A Fig. 13 mostra os resultados da andlise da
progressdo do crescimento tumoral quando as células T anti-
GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19, células T anti-GM2 gue
expressam CAR, ou células T né&o transgénicas sdo
administradas ao camundongo imunodeficiente ao qual a

Luciferase que expressa MSTO211H foi intratoracicamente

AN ”

administrada. Na figura, “x” indica que um camundongo morreu.

[30] A Fig. 14 mostra os resultados da anadlise dos
efeitos na progressdo do crescimento tumoral gquando as
células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19, células
T anti-GM2 que expressam CAR, ou células T ndo transgénicas
sdo administradas ao camundongo imunodeficiente ao qual a
Luciferase que expressa MSTO211H foi intratoracicamente
administrada.

[31] A Fig. 15 mostra os resultados da anadlise dos
efeitos nas taxas de sobrevivéncia de camundongos quando as
células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19, células
T anti-GM2 que expressam CAR, ou células T ndo transgénicas
sdo administradas a um camundongo imunodeficiente ao qual a
Luciferase dque expressa MSTO211H foi intratoracicamente

administrada.

DESCRICAO DAS MODALIDADES

[32] Polipeptideos, polinucleotideos, vetores e
células fornecidas pela presente invencdo podem estar em um
estado isolado. Em outras palavras, polipeptideos,
polinucleotideos, vetores e células descritos no presente

relatdério descritivo podem ser polipeptideos isolados,
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polinucleotideos isolados, vetores isolados e células
isoladas.

[Receptor de antigeno quimérico (CAR anti-GM2) ]

[33] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
um receptor de antigeno quimérico que inclui uma regido de
ligacdo do antigeno alvo; uma regido transmembrana; e uma
regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T, no
qual o antigeno alvo é o gangliosideo GM2.

[34] No ©presente relatdério descritivo, o termo
“receptor de antigeno qgquimérico (CAR)” significa uma
proteina quimérica que inclui uma regido de ligacdo do
antigeno alvo, uma regido transmembrana, e uma regido de
transducdo de sinal de ativacdo de célula T. A proteina
quimérica significa uma proteina que inclui uma sequéncia
derivada de dois ou mais tipos de proteinas heterdlogas. Um
CAR n&o estd limitado a um CAR que inclui apenas as trés
regides acima e inclui um CAR que inclui outras regides.

<Regido de ligacdo do antigeno alvo>

[35] O CAR da presente modalidade inclui uma regido
de ligacdo do antigeno alvo no qual o antigeno alvo & o
gangliosideo GM2 (aqui, a seguir, também referido como “GM2”) .

[36] O termo “regido de 1ligacdo do antigeno alvo”
significa uma regido extracelular que se liga a um antigeno
alvo de forma extracelular quando um CAR é expresso em uma
célula T. Um CAR expresso em uma célula T-CAR transfere para
uma membrana celular para estar em um estado no qual uma
regiédo de ligacéo do antigeno alvo localizada
extracelularmente e uma regido de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T localizada intracelularmente estéo

conectadas através de uma regido transmembrana que penetra
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a membrana celular. Quando a célula T-CAR fica em contato
com uma célula apresentando o antigeno alvo como um antigeno
de membrana, a regido de ligacdo do antigeno alvo se liga ao
antigeno alvo, assim o sinal de ativacdo da célula T é
transmitido a partir de uma regido de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T para o interior da célula T para ativar
a célula T.

[37] No CAR da presente modalidade, o antigeno alvo
ao qual a regido de ligacdo do antigeno alvo se liga & GM2.

[38] GM2 é um tipo de gangliosideo que é um
glicolipideo apresentando um acido sidlico. Um gangliosideo
é uma molécula que constitui uma membrana celular de um
animal e é composto de uma cadeia de acucar gque é uma cadeia
lateral hidrofilica, e esfingosina e um 4cido graxo os quais
sdo cadeias laterais hidrofdébicas. Os gangliosideos sé&o
classificados de acordo com o tipo de ligacdo e o numero de
ligacdes com o &cido sidlico e a presenca ou auséncia de
ligacdo da N-acetilgalactosamina (GalNAc) e galactose (Gal)
as quais se ligam a uma extremidade ndo redutora. O GM2 & um
dos gangliosideos que apresenta uma estrutura de cadeia de
aclcar de GalNAcPl-4 (SAc2-3) GalPRl-4Glcpl-1 ceramida.

[39] O tipo e o nivel de expressdo dos gangliosideos
varia dependendo do tipo da célula, tipo do 6rgdo, tipo de
animal e similares. E sabido que a expressdo de gangliosideos
muda quantitativamente e qualitativamente no processo de
mudanca cancerigena de células (Cancer Res 45: 2405 - 14
(1985)). Foi reportado que dificilmente qualquer GM2 pode
ser reconhecido como sendo expresso em células normais, porém
pode ser expresso em tumores tais como em céncer de pulméo,

neuroblastoma, glioma, melanoma, mesotelioma maligno e
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mieloma (Cancer Res 45: 2405 - 14 (1985); Cancer Res 50:
7444 - 9 (1990); Cancer Sci vol. 102 no. 12: 2157 - 2163;
Cancer Sci wvol. 106 no. 1: 102 - 107 (2015)).

[40] A regido de ligacdo do antigeno alvo nédo esta
particularmente limitada desde que ela possa se 1ligar
especificamente ao GM2, porém preferencialmente inclui uma
regido de 1ligacdo de antigeno de um anticorpo monoclonal
(aqui, a seguir, também referido como um “anticorpo anti-
GM2”) capaz de se ligar especificamente ao GM2. A “regido de
ligacdo de antigeno” de um anticorpo se refere a uma regiéo
envolvida na ligagcdo a um antigeno em um anticorpo e se
refere especificamente a uma regido que inclui uma regido
determinante de complementaridade (CDR). A regido de ligacéo
de antigeno de um anticorpo inclui pelo menos um CDR do
anticorpo. Em uma modalidade preferida, a regido de ligacéo
de antigeno de um anticorpo inclui todas as seis CDRs do
anticorpo. As CDRs podem ser determinadas por qualquer
definicdo conhecida para a definicdo de CDRs e é possivel
usar, por exemplo, a definicdo por Kabat, Chothia, AbM,
Cotact e similares. Exemplos preferidos de CDRs incluem CDRs
definidas por Kabat.

[41] Um anticorpo anti-GM2 que pode ser usado para a
regido de ligacdo do antigeno alvo ndo estd particularmente
limitado e pode ser um anticorpo conhecido ou um anticorpo
produzido recentemente. Quando o anticorpo anti-GM2 é
recentemente produzido, a producdo do anticorpo anti-GM2
pode ser realizada por um método conhecido. Por exemplo, é
possivel usar um método de imunizacdo de um animal com GM2
para obter um hibridoma, um método de phage display ou

similares.
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[42] Um organismo a partir do qual o anticorpo anti-
GM2 é derivado ndo estd particularmente limitado, porém um
anticorpo humano é preferivel. Exemplos de anticorpos anti-
GM2 humanos incluem um anticorpo apresentando uma sequéncia
de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 2 como uma
regido variadvel de cadeia pesada (VH) e uma sequéncia de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 4 como uma regido
variavel de cadeia leve (VL), e similares. As seqguéncias de
aminodcido das CDRs 1 a 3 de acordo com a definicdo de Kabat
da regido VH que consiste na sequéncia de aminoacido tal
como definida na SEQ ID NO: 2 sdo respectivamente mostradas
como as SEQ ID NOs: 63 a 65. Em adicdo, a sequéncias de
aminodcido das CDRs 1 a 3 de acordo com a definicdo de Kabat
da regido VL que consiste na sequéncia de aminoacido tal
como definida na SEQ ID NO: 4 sdo respectivamente mostradas
como as SEQ ID NOs: 66 a 68.

[43] Em uma modalidade preferida, a regido de ligacéao
do antigeno alvo pode incluir a regid&o VH e a regido VL do
anticorpo anti-GM2. Por exemplo, um polipeptideo que inclui
um anticorpo de fita Unica (scFv) apresentando a regido VH
e a regido VL do anticorpo anti-GM2 é um exemplo adequado da
regido de ligacdo do antigeno alvo. O scFv é um polipeptideo
no qual a regido VH e a regido VL de um anticorpo estéo
ligadas por meio de um ligante de peptideo e é, em geral,
usada como uma regido de ligacdo do antigeno alvo de um CAR.

[44] No caso do uso do scFv, um ligante de peptideo
para ligacdo da regido VH e a regido VL ndo estéa
particularmente limitado e o ligante de peptideos geralmente
usado para o scFv pode ser usado. Exemplos de ligante de

peptideos incluem um ligante 15 (SEQ ID NO: 6), um ligante
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25 (SEQ ID NO: 8) e similares, porém exemplos ndo estéo
limitados a estes.

[45] A regido VH e a regido VL do anticorpo anti-GM2
podem ser usadas como uma regido VH e uma regido VL usadas
para scFv. Exemplos preferidos de anticorpos anti-GM2 sé&o
tal como descritos acima. Em adigcdo, uma parte da sequéncia
pode ser modificada na regido VH e na regido VL usada para
scFv, desde que a capacidade de ligacdo ao GM2 seja retida.
Por exemplo, como o scFv, o0s seguintes exemplos podem ser
preferencialmente usados.

(la) scFv que inclui uma regido VH que inclui as CDRs
1 a 3 da regido VH que consiste na sequéncia de aminoacido
tal como definida na SEQ ID NO: 2 e a regido VL que inclui
as CDRs 1 a 3 da regido VL gue consiste na sequéncia de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 4, e que apresenta
uma capacidade de ligacdo ao GM2.

(lb) scFv que inclui uma regido VH gque consiste na
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 2 e
a regido VL que consiste na sequéncia de aminocacido tal como
definida na SEQ ID NO: 4, e que apresenta uma capacidade de
ligacdo ao GM2.

(lc) scFv que inclui uma regido VH gque consiste em uma
sequéncias de aminodcido na qual um ou diversos aminoacidos
sdo mutados na sequéncia de aminoacido tal como definida na
SEQ ID NO: 2, e a regido VL gue consiste em uma sequéncias
de aminodcido na qual um ou diversos aminodcidos s&do mutados
na sequéncia de aminoacido tal como definida na SEQ ID NO:
4, e que apresenta uma capacidade de ligacdo ao GM2.

(1d) scFv que inclui uma regido VH gque consiste em uma

o)

sequéncias de aminodcido apresentando 70 % ou mais de
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identidade de sequéncia (homologia) para a sequéncia de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 2, e a regido VL
que consiste em uma sequéncias de aminoacido apresentando
70 % ou mais de identidade de sequéncia (homologia) para a
sequéncia de aminoadcido tal como definida na SEQ ID NO: 4,
e que apresenta uma capacidade de ligacdo ao GM2.

[46] No (la) acima, para as sequéncias (sequéncias de
estrutura) que ndo sejam as CDRs, ¢é preferivel usar
sequéncias de estrutura de anticorpos humanos conhecidos.
Por exemplo, é possivel selecionar sequéncias a partir de
sequéncias de estrutura das sequéncias de aminodcido de
anticorpos humanos registradas em bancos de dados de
sequéncias conhecidas, tais como GenBank, sequéncias de
aminoadcido selecionadas dentre sequéncias consenso derivadas
de cada subgrupo de anticorpos humanos (sequéncia consenso
mais homéloga a humana; sequéncias de Proteinas de interesse
imunoldégico por Kabat, E. A. et al., Departamento Norte
Americano de Saude e Servicos Humanos, 1991) e similares.

[47] No (lc) acima, o termo “diversos” pode se referir
a, por exemplo, 2 a 30, preferencialmente se refere a 2 a
20, mais preferencialmente se refere a 2 a 10 e ainda mais
preferencialmente se refere a 2 a 5. Em adicdo, o termo
“mutado” pode se referir a qualquer um de delecgdo,
substituicdo, adicdo e insercdo ou uma combinacdo das mesmas.
Além disso, uma localizacdo da mutacdo é preferencialmente
uma regido outra que ndo seja as CDRs 1 a 3 (isto &, uma
regido de estrutura).

[48] No (1d) acima, a identidade da sequéncia ndo esta

)

particularmente limitada, desde que seja 70 % ou mais, porém

)

é preferencialmente 80 % ou mais, é mais preferencialmente
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[e)

85 % ou mais, ainda mais preferencialmente 90 % ou mais, é

2

ou mais, e é

o°

ainda mais preferencialmente 95

[e) o)

particularmente preferencialmente 96 % ou mais, 97 % ou mais,
98 % ou mais, ou 99 % ou mais. Uma identidade da sequéncia
(ou homologia) entre as sequéncias de aminodcido é obtida
como uma proporcdo de coincidir aminodcidos a sequéncia de
aminoacido completa, excluindo espacos vazios no alinhamento
obtido pela justaposicdo de duas sequéncias de aminoédcido
enquanto introduz espagos vazios em porcdes que correspondem
as 1insercdes e delegcdbes de modo que o0s aminoéacidos
correspondentes coincidam o mais préximo. A identidade da
sequéncia entre as sequéncias de aminoacido pode ser obtida
usando diversos tipos de software de busca de homologia
conhecido no campo técnico. Por exemplo, um valor de
identidade da sequéncia das sequéncias de aminodcido pode
ser obtido pelo cédlculo com base em um alinhamento obtido
pelo software de busca de homologia conhecido BLASTP.

[49] Exemplos especificos de scFv’s incluem, por
exemplo, um polipeptideo que inclui uma sequéncia de
aminocacido selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
10, 12, 14 e 16; um polipeptideo gque consiste em uma
sequéncia de aminodcido selecionada do grupo que consiste em
SEQ ID NOs: 10, 12, 14 e 16; um polipeptideo gque consiste em
uma sequéncia de aminodcido na gqual um ou diversos
aminoacidos sdo mutados em uma sequéncia de aminoédcido
selecionada do grupo gque consiste em SEQ ID NOs: 10, 12, 14,
e 16, e que apresenta uma capacidade de ligacdo ao GM2; um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminocacido
apresentando 70 % ou mais de identidade de sequéncia

(homologia) para uma sequéncia de aminocdcido selecionada do
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grupo qgue consiste em SEQ ID NOs: 10, 12, 14 e 16, e dgque
apresenta uma capacidade de ligacdo ao GM2; e similares. No
que diz respeito ao termo “diversos” e o termo “mutado”, o
mesmo se aplica tal como descrito acima. Em adicdo, no que
diz respeito ao termo “identidade da sequéncia”, o mesmo se
aplica tal como descrito acima.

<Regido transmembrana>

[50] O termo “regido transmembrana” significa uma
regido que estad presente pela penetracdo da membrana celular
e estd ligada a uma regido extracelular e uma regido
intracelular gquando um CAR estd expresso em uma célula T. A
regido transmembrana ndo estd particularmente limitada desde
que ela seja um polipeptideo apresentando uma funcdo de
penetracdo de uma membrana celular. A regido transmembrana
pode ser derivada a partir de uma proteina natural ou pode
ser artificialmente projetada. Uma regido transmembrana
derivada a partir de uma proteina natural pode ser obtida a
partir de qualquer proteina de 1ligacdo de membrana ou
proteina transmembrana. Em uma modalidade preferida, a
regido transmembrana pode transmitir um sinal de ativacgédo a
regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T em
resposta a ligacdo do antigeno alvo a regido de ligacdo do
antigeno alvo.

[51] Exemplos de regido transmembranas incluem as
regides transmembranas de uma cadeia o e uma cadeia B de um
receptor de célula T, CD3(, CD28, CD3e¢, CD45, CD4, CD5, CDS8,
cb9, CDhle, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80O, CD86, CD134, CD137,
ICOS, CD154, GITR e similares. Exemplos preferidos incluem
uma regido transmembrana de CD8. Um organismo a partir do

qual estas proteinas sdo derivadas ndo estd particularmente
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limitado, porém é preferencialmente um humano. As sequéncias
de aminoédcido destas proteinas estdo disponiveis a partir de
bancos de dados de sequéncia conhecidos, tais como GenBank.
Exemplos de sequéncias de aminodcido de CD8 humano incluem
uma sequéncia de aminodcido registrada como GenBank n°
NM 001768.6 e similares, e exemplos de sequéncias de
aminoacido da regido transmembrana incluem uma sequéncia de
aminoacido tal como definida na SEQ ID NO: 20.

[52] Em adicdo, a regido transmembrana pode ser um
mutante da regido transmembrana acima mencionada derivada a
partir de uma proteina natural. Exemplos de mutantes de uma
regido transmembrana derivados de uma proteina natural
incluem os seguintes.

(2a) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para uma sequéncia de aminoacido (por
exemplo, SEQ ID NO: 20) de uma regido transmembrana derivada
a partir de uma proteina natural, e que apresenta uma
capacidade transmembrana.

(2b) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido na qual um ou diversos aminodcidos s&do mutados na
sequéncia de aminoadcido (por exemplo, SEQ ID NO: 20) de uma
regido transmembrana derivada a partir de uma proteina
natural e apresenta uma capacidade transmembrana.

[53] No (2a) acima, a identidade da sequéncia nédo esté
particularmente limitada desde que seja 70 % ou mais, porém
é preferencialmente 80 % ou mais, é mais preferencialmente

o)

85 % ou mais, ¢é ainda mais preferencialmente 90 % ou mais,
(o)

e é particularmente preferencialmente 95 % ou mais.

[54] No (2b) acima, o termo “diversos” pode se referir
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a, por exemplo, 2 a 10, preferencialmente se refere a 2 a 5,
mais preferencialmente se refere a 2 a 4, e ainda mais
preferencialmente se refere a 2 ou 3. Em adigdo, o termo
“mutado” pode se referir a qualquer um de delecgdo,
substituicdo, adicdo e insercdo, ou uma combinacdo das mesmas

<Regido de transducgdo de sinal de ativacdo da célula T>

[55] O termo “regido de transducdo de sinal de
ativacdo da «célula T” significa uma regido que esta
localizada intracelularmente e transmite um sinal de
ativacdo da célula T para o interior da célula T quando um
CAR é expresso na célula T. Em uma célula T, gquando um
complexo MHC - peptideo se liga a um receptor de célula T
(TCR), um sinal de ativacédo da célula T é transmitido para
o interior da célula por meio de um complexo TCR - CD3 e
diversos sinais de fosforilacdo sdo acionados (transducdo de
sinal primario). Em adicd&o, é conhecido que moléculas co-
estimulatdérias expressas em uma superficie celular de uma
célula T transmite sinais co-estimulatdérios para o interior
da célula e auxiliam a ativacédo da célula T pela ligacédo de
cada molécula co-estimulatdéria expressa em uma superficie
celular de uma célula apresentadora de antigeno para um
ligante especifico (transducdo de sinal secundéario).

[56] No ©presente relatério descritivo, o termo
“transducdo do sinal de ativacdo da célula T” inclui ambas
a transducdo de sinal primario e a transducdo de sinal
secundario acima mencionado. O termo “regido de transducéo
de sinal de ativacdo da célula T” significa uma regido
intracelular envolvida na transducdo do sinal de uma proteina
envolvida na transducdo de sinal primario e a transducédo de

sinal secundario.
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[57] A regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T ndo estd particularmente limitada desde que seja
uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T de
uma proteina envolvida na transducdo do sinal de ativacédo da
célula T. Por exemplo, um motivo de ativacdo do
imunorreceptor a base de tirosina (ITAM) é conhecido por
estar envolvido na transducdo de sinal primdrio. De acordo,
exemplos de regido de transducdo de sinal de ativacdo de
células T incluem uma regido de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T de uma proteina apresentando um ITAM.
Exemplos de proteinas apresentando um ITAM incluem CD3¢(,
FcRy, FcRp, CD3y, CD35, CD3e, CD5, CD22, CD79a, CD7%b, CD66d
e similares. Uma regido de transducdo de sinal de ativacéo
de célula T que inclui um ITAM destas proteinas é um exemplo
preferido da regido de transducdo de sinal de ativacédo de
célula T usada para um CAR. Mais exemplos preferidos da mesma
inclui uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T de CD3( ou similares.

[58] Em adicdo, moléculas co-estimulatdrias estéo
envolvidas na transducdo de sinal secundadrio tal como
descrito acima. De acordo, exemplos de regido de transducéo
de sinal de ativacdo de células T ainda incluem uma regiédo
de transducdo de sinal de moléculas co-estimulatédrias.
Exemplos de moléculas co-estimulatérias incluem CD2, CD4,
cb5, CD8, CD27, CD28, O0OX040 (CcD134), 4-1BB (CD137), ICOS,
CDh154, HVEM, GITR, cadeia vy associada ao receptor Fc e
similares. Uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T destas proteinas é também um exemplo preferido da
regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T usada

para um CAR. Mais exemplos preferidos dos mesmos incluem uma
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regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T de
CD28, 4-1BB ou similares.

[59] Um organismo a partir do qual as proteinas acima
mencionadas s&o derivadas ndo esta particularmente limitado,
porém ¢é preferencialmente um humano. As sequéncias de
aminoadcido destas proteinas estdo disponiveis a partir de
bancos de dados de sequéncia conhecidos, tais como GenBank.
Exemplos de sequéncias de aminodcido de CD3{ humano incluem
uma sequéncia de amincacido registrada como GenBank n°
NM 000734.3 e similares e exemplos de sequéncias de
aminoadcido da regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T inclui uma sequéncia de aminoadcido tal como definida
na SEQ ID NO: 28. Em adicdo, exemplos de sequéncias de
aminoacido de CD28 humano incluem uma sequéncia de aminoédcido
registrada como GenBank n® NM 006139.2 e similares e exemplos
de sequéncias de aminodcido da regido de transducdo de sinal
de ativacdo de célula T incluem uma sequéncia de aminoéacido
tal como definida na SEQ ID NO: 24. Além disso, exemplos de
sequéncias de aminodcido de 4-1BB humano incluem uma
sequéncia de aminodcido registrada como GenBank n°
NM 001561.5 e similares e exemplos de sequéncias de
aminoadcido da regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T incluem uma sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 26.

[60] Além disso, uma regido de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T pode ser um mutante da regido de
transducdo de sinal de ativacédo de célula T derivada a partir
de uma proteina natural tal como descrita acima. Exemplos de
mutantes de uma regido de transducdo de sinal de ativacéo

derivada a partir de wuma proteina natural incluem os
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seguintes.

(3a) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoacido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para uma sequéncia de aminoacido (por
exemplo, SEQ ID NOs: 24, 26 ou 28) de uma regido de transducéo
de sinal de ativacdo de célula T derivada a partir de uma
proteina natural e que apresenta uma capacidade de transducédo
de sinal de ativacdo de célula T.

(3b) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na
sequéncia de aminodcido (por exemplo, SEQ ID NOs: 24, 26 ou
28) de uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula T derivada a partir de uma proteina natural e que
apresenta uma capacidade de transducdo de sinal de ativacéo
de célula T.

[61] No (3a) acima, a identidade da sequéncia ndo esta

o)

particularmente limitada desde que seja 70 % ou mais, porém

o)

é preferencialmente 80 % ou mais, é mais preferencialmente

[e)

85 % ou mais, é ainda mais preferencialmente 90 % ou mais,
e é particularmente preferencialmente 95 % ou mais.

[62] No (3b) acima, no caso de uso de uma regido de
uma proteina envolvida na transducdo de sinal primédrio, o
termo “diversos” pode se referir a, por exemplo, 2 a 30,
preferencialmente se refere a 2 a 20, mais preferencialmente
se refere a 2 a 10, e ainda mais preferencialmente se refere
a 2 a 5. Em adicdo, no caso de uso de uma regido de uma
molécula co-estimulatdéria, o termo “diversos” pode se
referir a, por exemplo, 2 a 15, preferencialmente se refere

a 2 a 10, mais preferencialmente se refere a 2 a 5, e ainda

mais preferencialmente se refere a 2 ou 3. Em adigcdo, o termo
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“mutado” pode ser referir a qgualquer um de delecdo,
substituicdo, adicdo e insercdo ou uma combinacdo das mesmas.

[63] O numero da regido de transducdo de sinal de
ativacdo de células T incluido no CAR da presente modalidade
ndo estd limitado a um e regides plurais de transducédo de
sinal de ativacdo de células T pode estar incluidas. Neste
caso, regides plurais de transducdo de sinal de ativacdo de
células T podem ser as mesmas ou diferentes umas das outras.
Em uma modalidade preferida, o CAR inclui duas ou mais
regides de transducdo de sinal de ativacdo de células T.
neste caso, a regido de transducdo de sinal de ativacdo de
células T incluida no CAR é preferencialmente uma combinacio
de uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula
T envolvida na transducdo de sinal primadrio e uma regido de
transducdo de sinal de ativacdo de célula T envolvida na
transducdo de sinal secundadrio. Exemplos especificos das
mesmas 1incluem uma combinacdo da regido de transducdo de
sinal de ativacédo de células T de CD3( e CD28, uma combinacio
de regido de transducdo de sinal de ativacdo de células T de
CD3( e 4-1BB, uma combinacdo de regido de transducdo de sinal
de ativacédo de células T de CD3(, CD28 e 4-1BB e similares.

[64] No caso da combinacdo da regido de transducdo de
sinal de ativacdo de célula T envolvida na transducdo de
sinal primario com a regid&o de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T envolvida na transducdo de sinal
secundario, a regido de transducdo de sinal de ativacédo de
célula T envolvida na transducdo de sinal primario esté
preferencialmente localizada em um lado C terminal. Nos
exemplos especificos acima mencionados, é preferivel que a

regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T de
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CD3( esteja localizada no lado C terminal da regido de
transducdo de sinal de ativacdo de célula T de CD28 ou 4-
1BB. No caso em que ambos CD28 e 4-1BB sdo usados, as regides
podem estar localizadas em qualquer ordem, porém, os exemplos
de localizacdo incluem a localizacdo na ordem de CD28 e 4-
1BB a partir de um lado N terminal.

[65] No caso em que apenas uma regido de transducéo
de sinal de ativacdo de célula T é usada, é preferivel usar
uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T
envolvida na transducdo de sinal primario e é mais preferivel
usar uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula
T de CD3C.

<Qutras regides>

[66] O CAR da presente modalidade pode incluir outras
regides em adicdo as regides acima. Exemplos de outras
regides incluem uma regido de dobra extracelular, uma regido
citoplasmatica, uma regido espacadora, um peptideo sinal e
similares.

(Regido de dobra extracelular)

[67] O termo “regido de dobra extracelular” significa
uma regido que liga uma regido extracelular de ligacdo do
antigeno alvo e uma regido transmembrana. Em uma modalidade
preferida, o CAR da presente modalidade inclui uma regido de
dobra extracelular.

[68] A regido de dobra extracelular ndo esté
particularmente limitada desde que ela possa ligar uma regido
de ligacdo do antigeno alvo e uma regido transmembrana. A
regido de dobra extracelular pode ser derivada a partir de
uma proteina natural ou pode ser artificialmente projetada.

A regido de dobra extracelular pode ser composta de, por
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exemplo, cerca de 1 a 100 aminoacidos, e preferencialmente
cerca de 10 a 70 aminoacidos. A regido de dobra extracelular
é preferencialmente uma regido que ndo interfere na
capacidade de ligacdo ao GM2 da regido de ligacdo do antigeno
alvo e ndo interfere com a transducdo do sinal pela regiéo
de transducdo de sinal de ativacdo de célula T.

[69] Exemplos de regides de dobra extracelular
incluem regides de dobra extracelular de CD8, CD28, CD4 e
similares. Em adicéo, uma regido de dobra de uma
imunoglobulina (por exemplo, IgG4 e similares) pode ser usada.
Exemplos preferidos incluem uma regido de dobra extracelular
de CDS8.

[70] Um organismo a partir do qual as proteinas acima
mencionadas s&o derivadas ndo estd particularmente limitado,
porém ¢é preferencialmente wum humano. As sequéncias de
aminoadcido destas proteinas estdo disponiveis a partir de
bancos de dados de sequéncia conhecidos, tais como GenBank.
Exemplos de sequéncias de aminodcido de CD8 humano incluem
sequéncias de aminodcido descritas acima, e exemplos de
sequéncias de amincacido da regido de dobra extracelular
incluem uma sequéncia de aminoacido tal como definida na SEQ
ID NO: 18.

[71] Em adicdo, a regido de dobra extracelular pode
ser um mutante da regido de dobra extracelular acima
mencionada derivada a partir de uma proteina natural.
Exemplos de mutantes de uma regido de dobra extracelular
derivada a partir de uma proteina natural incluem os
seguintes.

(4a) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de

[

aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
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sequéncia (homologia) para uma sequéncia de aminodcido (por
exemplo, SEQ ID NO: 18) de uma regido de dobra extracelular
derivada a partir de uma proteina natural.

(4b) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na
sequéncia de aminoadcido (por exemplo, SEQ ID NO: 18) de uma
regido de dobra extracelular derivada a partir de uma
proteina natural.

[72] No (4a) acima, a identidade da sequéncia nédo esté

o)

particularmente limitada desde que seja 70 % ou mais, porém

)

é preferencialmente 80 % ou mais, é mais preferencialmente

o)

85 % ou mais, ¢é ainda mais preferencialmente 90 % ou mais,
e é particularmente preferencialmente 95 % ou mais.

[73] No (4b) acima, o termo “diversos” pode se referir
a, por exemplo, 2 a 20, preferencialmente se refere a 2 a
15, mais preferencialmente se refere a 2 a 10, e ainda mais
preferencialmente se refere a 2 a 5. Em adicdo, o termo
“mutado” pode se referir a qualquer um de delecgdo,
substituicdo, adicdo, e insercdo ou uma combinacdo dos mesmos.

(Regido citoplasmética)

[74] Uma “regido citoplasmatica” é uma regiéo
adjacente a uma extremidade citoplasmética de uma regido
transmembrana em uma proteina transmembrana, e é uma regido
que consiste em cerca de 3 a 50 aminodcidos. Em uma
modalidade preferida, o CAR da presente modalidade inclui
uma regido citoplasmética. A regido citoplasmatica ndo esta
particularmente limitada desde que seja uma regido adjacente
a um lado citoplasmético da regido transmembrana da proteina
transmembrana. Pela ligacdo da regido transmembrana a regido

de transducdo de sinal de ativacdo de célula T por meio da
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regido citoplasmética, uma estrutura da regido transmembrana
pode ser estabilizada. A regido citoplasmédtica pode ser
derivada a partir de uma proteina natural ou pode ser
artificialmente projetada. A regido citoplasmatica pode ser
composta de, por exemplo, cerca de 3 a 50 aminoéacidos,
preferencialmente cerca de 4 a 20 aminoadcidos, e mais
preferencialmente cerca de 5 a 10 aminoadcidos. A regiédo
citoplasmatica é preferencialmente uma regido derivada da
mesma proteina tal como o caso da regido transmembrana. Pelo
uso da regido citoplasmatica derivada a partir da mesma
proteina tal como o caso da regido transmembrana, a estrutura
da regido transmembrana pode ser mantida mais estavel.

[75] Exemplos de regides citoplasmaticas incluem uma
regido citoplasmatica das proteinas mencionadas na regido
transmembrana descrita acima. Exemplos preferidos incluem
uma regido citoplasméatica de CD8. Um organismo a partir do
qual estas proteinas sdo derivadas ndo estd particularmente
limitada, porém é preferencialmente um humano. Exemplos de
sequéncias de aminodcido da regido citoplasmatica incluem
uma sequéncia de aminocacido tal como definida na SEQ ID NO:
22.

[76] Em adicd&o, a regido citoplasmatica pode ser um
mutante da regido citoplasmadtica acima mencionada derivada
a partir de uma proteina natural. Exemplos de mutantes de
uma regido citoplasmédtica derivada a partir de uma proteina
natural incluem os seguintes.

(5a) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para uma sequéncia de aminoacido (por

exemplo, SEQ ID NO: 22) de uma regido citoplasméatica derivada
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a partir de uma proteina natural e que apresenta uma
capacidade de estabilizacdo da regido transmembrana.

(5b) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na
sequéncia de aminoadcido (por exemplo, SEQ ID NO: 22) de uma
regido citoplasmédtica derivada a partir de uma proteina
natural e apresenta uma capacidade de estabilizacdo da regiéo
transmembrana.

[77] No (5a) acima, a identidade da sequéncia nédo esté

o)

particularmente limitada desde que seja 70 % ou mais, porém

)

é preferencialmente 80 % ou mais, é mais preferencialmente

o)

85 % ou mais, ¢é ainda mais preferencialmente 90 % ou mais,
e é particularmente preferencialmente 95 % ou mais.

[78] No (5b) acima, o termo “diversos” pode se referir
a, por exemplo, 2 a 5, preferencialmente se refere a 2 a 4,
e mais preferencialmente se refere a 2 ou 3. Em adicdo, o
termo “mutado” pode se referir a qualquer um de delecédo,
substituicdo, adicdo e insercdo ou uma combinacdo das mesmas.

(Regido espacadora)

[79] Uma “regido espacadora” é um peptideo curto que
liga duas regides funcionais (dominios) de uma proteina. Em
um aspecto, no CAR da presente modalidade, cada uma da regido
de ligacé&o do antigeno alvo, a regido transmembrana, a regido
de transducdo de sinal de ativacdo de célula T e similares
descritas acima pode estar ligada por meio de uma regido
espacadora. A regido espacadora ndo estd particularmente
limitada e uma regido espacadora geralmente usada para a
producdo de wuma proteina quimérica pode ser usada. Um
comprimento da regido espacadora pode ser de 1 a 100

aminoadcidos, e é preferencialmente de 10 a 50 aminoacidos.
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Exemplos de regides espacadoras incluem sequéncias continuas
de glicina - serina e similares.

(Peptideo sinal)

[80] Um “peptideo sinal” é um peptideo gque direciona
a localizacdo de uma proteina de membrana ou de uma proteina
secretada. Em um aspecto, o CAR da presente modalidade pode
incluir um peptideo sinal. O peptideo sinal é geralmente um
peptideo qgque consiste em cerca de 5 a 60 aminoacidos
presentes em um N terminal de uma proteina de membrana e é
removido em uma proteina madura a qual tenha sido
completamente localizada.

[81] O peptideo sinal usado para o CAR da presente
modalidade ¢é ©preferencialmente um peptideo sinal que
direciona a localizacdo de uma proteina para uma membrana
celular e ¢é preferencialmente um peptideo sinal de uma
proteina de membrana. Exemplos de peptideos sinais incluem
peptideos sinais de cadeia o e uma cadeia B de um receptor
de célula T, CD3(¢, CD28, CD3e, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9,
cble, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, ICOS,
CD154, GITR, uma cadeia pesada de imunoglobulina, uma cadeia
leve de imunoglobulina e similares. Exemplos especificos de
sequéncias de aminodcido do peptideo sinal incluem uma
sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 57.

[82] No CAR da presente modalidade, cada uma das
regides acima mencionadas pode estar localizada na ordem da
regido de ligacdo do antigeno alvo, a regido transmembrana,
e a regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T a
partir do N terminal. Cada uma destas regides pode estar
diretamente ligada uma a outra ou pode estar ligada por meio

de outra regido, uma sequéncia espacadora ou similares.
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[83] No caso em que o CAR da presente modalidade
inclui uma regido de dobra extracelular, a regido de dobra
extracelular estd localizada entre a regido de ligacdo do
antigeno alvo e a regido transmembrana. Em adig¢cdo, no caso
em que o CAR da presente modalidade inclui uma regido
citoplasmatica, a regido citoplasmética estd localizada
entre a regido transmembrana e a regido de transducdo de
sinal de ativacdo de célula T.

[84] Além disso, no caso em que o CAR da presente
modalidade inclui um peptideo sinal, o peptideo sinal estéa
localizado no N terminal do CAR.

[85] Exemplos especificos do CAR da presente
modalidade incluem um CAR que inclui uma regido de ligacéo
do antigeno alvo que inclui scFv de um anticorpo anti-GM2,
uma regido transmembrana de CD8 (ou um mutante da mesma),
uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T de
CD28 (ou um mutante da mesma), uma regido de transducdo de
sinal de ativacdo de célula T de 4-1BB (ou um mutante da
mesma), e uma regido de transducdo de sinal de ativacédo de
célula T of CD3( (ou um mutante da mesma). Mais exemplos
preferidos dos mesmos incluem um CAR que inclui uma regido
de ligacdo do antigeno alvo que inclui scFv de um anticorpo
anti-GM2, uma regido de dobra extracelular de CD8 (ou um
mutante da mesma), uma regido transmembrana de CD8 (ou um
mutante da mesma), uma regido citoplasmatica de CD8 (ou um
mutante da mesma), uma regido de transducdo de sinal de
ativacdo de célula T de CD28 (ou um mutante da mesma), uma
regido de transducgdo de sinal de ativacdo de célula T de 4-
1BB (ou um mutante da mesma), e uma regido de transducdo de

sinal de ativacdo de célula T de CD3( (ou um mutante da
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mesma) .

[86] Exemplos de tais CAR incluem um CAR que inclui
uma sequéncia de aminodcido selecionada do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 40, 42, 44 e 46. Nas sequéncias de aminoécido
tal como definidas na SEQ ID NOs: 40, 42, 44 e 46, as
sequéncias nas posigcdes 1 a 19 correspondem aos peptideos
sinais. De acordo, cada um dos CARs maduros nos exemplos
acima mencionados incluem a sequéncia de aminodcido nas
posicdes 20 a 874 da sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 40, a sequéncia de aminodcido nas
posigcdes 20 a 884 da sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 42, a sequéncia de aminodcido nas
posicdes 20 a 874 da sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 44, ou a sequéncia de aminoacido nas
posicdes 20 a 884 da sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 46.

[87] Em uma modalidade preferida, o CAR da presente
modalidade consiste em uma sequéncia de aminoacido
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 40, 42, 44
e 46. Em adicdo, um CAR maduro consiste em uma sequéncia de
aminoacido selecionada do grupo que consiste na sequéncia de
aminoadcido nas posicgdes 20 a 874 da sequéncia de aminoéacido
tal como definida na SEQ ID NO: 40, a sequéncia de aminoéacido
nas posicdes 20 a 884 da sequéncia de aminoadcido tal como
definida na SEQ ID NO: 42, a sequéncia de aminoacido nas
posicdes 20 a 874 da sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 44, e a sequéncia de aminodcido nas
posigcdes 20 a 884 da sequéncia de aminodcido tal como
definida na SEQ ID NO: 46.

[Cé&lula anti-GM2 que expressa CAR (célula anti-GM2 que
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expressa CAR) ]

[88] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
uma célula que expressa o CAR das modalidades acima.

[89] A célula da presente modalidade expressa o CAR
da modalidade acima (aqui, a seguir também referido como
“CAR anti-GM2"”) e apresenta o CAR em uma superficie celular.
Nas células que expressam GM2, o GM2 estd abundantemente
presente em uma superficie celular. Quando a célula da
presente modalidade entra em contato com uma célula dque
expressa GM2, a célula se liga ao GM2 na superficie da célula
que expressa GM2 por meio de uma regido de 1ligacdo do
antigeno alvo do CAR anti-GM2. De acordo, a célula da
presente modalidade é ativada e, assim, libera os grénulos
citoliticos e causando a producdo de citocinas. Estes
granulos citoliticos e citocinas destroem a célula due
expressa GM2.

[90] A célula da presente modalidade é
preferencialmente uma célula de mamifero e pode ser, por
exemplo, uma célula humana ou uma célula de mamiferos né&o
humanos tais como camundongos, ratos, gado, ovelhas, cavalos,
cdes, pPorcos e macacos, e é mais preferencialmente uma célula
humana. Os tipos de célula n&o estdo particularmente
limitados e exemplos incluem células coletadas a partir do
sangue, fluido da medula &éssea, baco, timo, linfonodos e
similares; as células imunes que infiltram tecidos
cancerigenos tais como tumores primarios, tumores
metastaticos e ascites cancerosas e similares. Exemplos
preferiveis dos mesmos incluem células imunes e células
mononucleares sanguineas periféricas separadas do sangue

periférico e similares podem ser preferencialmente usadas.
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Dentre as <células contidas nas células mononucleares
sanguineas periféricas, células efetoras sé&do preferiveis e
células T e suas células precursoras sdo particularmente
células preferidas. O tipo de células T nédo esté
particularmente limitado as células T podem ser guaisquer
células T dentre células T off, células T yd, células T CDS8
positivas, células T citotdxicas, células T CD4 positivas,
células T auxiliadoras, células T de memdbria, células T naive,
células T que infiltram tumores, células T matadoras naturais
e similares. Dentre estas, células T CD8 positivas ou células
T citotdxicas s&o mais preferiveis.

[91] E preferivel que, em adicdo ao CAR anti-GM2, a
célula da presente modalidade ainda expresse pelo menos um
de interleucina (IL)-7 ou uma ligante 19 de qguimiocina
(motivo C-C) (CCL 19). Em uma modalidade preferida, a célula
da presente modalidade é uma célula que expressa (i) o CAR
anti-GM2 e (ii) pelo menos um de IL-7 ou CCL19. Mais
preferencialmente, a célula da presente modalidade é uma
célula que expressa o CAR anti-GM2, IL-7 e CCL19.

[92] O IL-7 é uma citocina essencial ©para a
sobrevivéncia de células T e é produzido por células néo
hematopoiéticas tais coma células estromais da medula 6ssea,
timo e o6érgdos e tecidos linfoides, porém a producdo das
mesmas pelas células T é dificilmente reconhecida.

[93] Enquanto isso, o CCL19 é principalmente
produzido a partir de células dendriticas e macrdéfagos nos
linfonodos e apresenta uma funcdo de causa de migracdo de
células T e células B e células dendriticas maduras por meio
do seu receptor, o qual é um receptor 7 de quimiocina CC

(receptor 7 de quimiocina (motivo C-C): CCR7).
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[94] Um organismo a partir do qual IL-7 e CCL19 sé&o
derivados ndo estd particularmente limitado, porém &
preferencialmente um humano. As sequéncias de aminoacido
destas proteinas estdo disponiveis a partir de bancos de
dados de sequéncia conhecidos, tais como GenBank. Por exemplo,
exemplos de sequéncias de aminodcido de IL-7 humana incluem
uma sequéncia de aminocacido registrada como GenBank n°
NM 000880.3 (SEQ ID NO: 59) e similares. Em adicdo, exemplos
de sequéncias de aminocacido de CCL19 humano incluem uma
sequéncia de aminodcido registrada como GenBank n°
NM 006274.2 (SEQ ID NO: 61) e similares. Os IL-7 e CCLI1O
apresentam um peptideo sinal e o peptideo sinal é removido
das proteinas maduras. Por exemplo, na sequéncia de
aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 59 de IL-7 humana,
a sequéncia nas posicdes 1 a 25 correspondem a um peptideo
sinal. Além disso, por exemplo, na sequéncia de aminoéacido
tal como definida na SEQ ID NO: 61 do CCL19 humano, a
sequéncia nas posigdes 1 a 21 correspondem a um peptideo
sinal.

[95] Além disso, IL-7 e CCL19 podem ser mutantes das
proteinas naturais descritas acima. Exemplos de mutantes de
IL-7 incluem os seguintes.

(ba) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para uma sequéncia de amincacido de
IL-7 natural (por exemplo, SEQ ID NO: 59) e que apresenta
uma funcdo de promocdo da funcdo imune da célula T.

(6b) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na

sequéncia de aminodcido de IL-7 natural (por exemplo, SEQ ID

Peticaio 870230074111, de 21/08/2023, pag. 47/98



40/79

NO: 59) e que apresenta a funcdo de promocdo da funcdo imune
da célula T.

[96] Em adicédo, exemplos de mutantes de CCL19 incluem
0s seguintes.

(7a) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido apresentando 70 % ou mais de identidade de
sequéncia (homologia) para uma sequéncia de aminoadcido of
CCL19 natural (por exemplo, SEQ ID NO: 61) e que apresenta
a funcdo de promocdo da funcdo imune da célula T.

(7b) Um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoadcido na gqual um ou diversos aminodcidos s&o mutados na
sequéncia de aminodcido de CCL19 natural (por exemplo, SEQ
ID NO: 61) e que apresenta a funcdo de promocdo da funcéao
imune da célula T.

[97] O termo “funcdo de promocdo da funcdo imune da
célula T” significa uma funcdo para manter ou promover a
sobrevivéncia, crescimento, atividade citotdéxica, atividade
de migracdo, atividade de infiltracdo no tecido tumoral e
similares das células T.

[98] Nos (6a) e (7a) acima, a identidade da sequéncia
ndo estd particularmente limitada desde que seja 70 $ ou
mais, porém ¢é preferencialmente 80 % ou mais, ¢é mais
preferencialmente 85 % ou mais, é ainda mais
preferencialmente 90 % ou mais, e ¢é particularmente
preferencialmente 95 % ou mais.

[99] Em adicdo, nos (6b) e (7b) acima, o termo
“diversos” pode se referir a, por exemplo, 2 a 30,
preferencialmente se refere a 2 a 20, mais preferencialmente

se refere a 2 a 10, e ainda mais preferencialmente se refere

a 2 a 5. Em adicdo, o termo “mutado” pode se referir a
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qualgquer uma de delecdo, substituicdo, adicdo e insercédo ou
uma combinacdo dos mesmos.

[100] Em adicdo, mutantes de IL-7 e CCL19 podem ser um
mutante no qual um peptideo sinal destas proteinas é
modificado por outro peptideo sinal, ou pode ser um mutante
no qual um peptideo sinal é removido. Preferencialmente,
mutantes de IL-7 e CCL19 apresentam um peptideo sinal de
proteinas secretadas e sdo secretados de forma extracelular.

[101] ©No caso em que a célula da presente modalidade é
uma célula T isolada, a expressdo de pelo menos um de IL-7
ou CCL19 junto com o CAR anti-GM2 promove a funcdo imune da
célula T e, assim, a célula T se torna excelente em atividade
citotdéxica contra células que expressam GM2, invasdo ao
tecido tumoral e capacidade de sobrevivéncia em um
microambiente tumoral.

[102] Em adicdo, a célula da presente modalidade pode
expressar um gene suicida em adigcdo ao CAR anti-GM2. A
expressdo do gene suicida na célula da presente modalidade
permite a inducdo da apoptose na célula da presente
modalidade, tal como necessario. O gene suicida ndo esta
particularmente limitado e um gene suicida conhecido pode
ser usado. Exemplos de genes suicidas incluem um gene da
timidina quinase do virus do herpes simplex (HSV-TK), um
gene caspase 9 induzivel e similares. Células que expressam
HSV-TK podem induzir a morte celular pela coexisténcia com
ganciclovir. Em adicdo, células gque expressam caspase 9
induzivel pode induzir morte celular por coexisténcia com
uma inducdo gquimica de dimerizacdo (CID) tal como AP1903. As
sequéncias de aminoacido dos genes suicidas estéo

disponiveis a partir de Dbancos de dados de sequéncia
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conhecidos, tais como GenBank. Em adicdo, as sequéncias dos
vetores comercialmente disponiveis que incluem um gene
suicida e similares podem também ser usadas.

[103] A célula da presente modalidade também se pode
dizer que é uma célula (preferencialmente uma célula T) que
inclui o CAR anti-GM2. Exemplos preferidos de célula da
presente modalidade ©pode se dizer que é uma célula
(preferencialmente uma célula T) que inclui o CAR anti-GM2,
e pelo menos um de IL-7 ou CCL19. Mais exemplos preferidos
da célula da presente modalidade pode se dizer que é uma
célula (preferencialmente uma célula T) que inclui o CAR
anti-GM2, IL-7 e CCL19. Ainda mais exemplos preferidos da
célula da presente modalidade pode se dizer que é uma célula
(preferencialmente uma célula T) que o CAR anti-GM2, IL-7,
CCL19 e um gene suicida.

[104] A célula da presente modalidade pode ser obtida
pela introducdo de um polinucleotideo ou um vetor que inclui
uma sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2 o qual iré
ser descrito depois em uma célula.

[Polinucleotideo que inclui uma sequéncia de base que
codifica o CAR anti-GM2]

[105] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
um polinucleotideo que inclui uma sequéncia de base dque
codifica o CAR anti-GMZ2.

[106] O polinucleotideo da presente modalidade né&o
estd particularmente limitado desde que ele inclua uma
sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2. O CAR anti-
GM2 é tal como descrito acima na secdo do [Receptor de
antigeno quimérico (CAR anti-GM2)]. O polinucleotideo da

presente modalidade preferencialmente inclui uma sequéncia
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de base que codifica a sequéncia de aminodcido do CAR anti-
GM2 exemplificado na secdo do [Receptor de antigeno quimérico
(CAR anti-GM2)] descrita acima.

[107] Exemplo de sequéncias de base que codificam uma
regido de ligacdo do antigeno alvo incluem uma sequéncia de
base que codifica scFv de um anticorpo anti-GM2. Mais
especificamente, um polinucleotideo que inclui uma sequéncia
de base que codifica a sequéncia de aminoacido tal como
definida na SEQ ID NO: 2 e uma sequéncia de base que codifica
a sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 4
pode ser exemplificada. Como a sequéncia de base que codifica
a sequéncia de aminodcido tal como definida na SEQ ID NO: 2,
uma sequéncia de base tal como definida na SEQ ID NOs: 1,
49, 51 ou 53 pode ser exemplificada. Em adicdo, como a
sequéncia de base que codifica a sequéncia de aminoacido tal
como definida na SEQ ID NO: 4, uma sequéncia de base tal
como definida na SEQ ID NO: 3, 50, 52 ou 54 pode ser
exemplificada.

[108] Estas sequéncias de base estdo preferencialmente
ligadas por uma sequéncia de base que codifica um ligante.
O ligante é tal como descrito na secdo do “Receptor de
antigeno quimérico” descrita acima. Por exemplo, como uma
sequéncia de base que codifica o ligante 15 descritas acima,
uma sequéncia de base tal como definida na SEQ ID NO: 5 ou
55 pode ser exemplificada. Em adicdo, como uma sequéncia de
base que codifica o ligante 25, uma sequéncia de base tal
como definida na SEQ ID NO: 7 ou 56 pode ser exemplificada.

[109] Exemplos especificos de sequéncias de base que
codificam scFv de um anticorpo anti-GM2 incluem uma sequéncia

de base tal como definida na SEQ ID NO: 9, 11, 13 ou 15, e
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similares.

[110] Uma sequéncia de base que codifica a regido de
ligacdo do antigeno alvo é preferencialmente uma sequéncia
de base otimizada por céddon de acordo com as espécies de
células a serem introduzidas e, em um caso de introducdo em
células humanas, uma sequéncia de base otimizada por cdédon
humana é preferida.

[111] Em adicdo, as sequéncias de base que codificam
uma regido transmembrana e uma regido de transducgdo de sinal
de ativacédo de célula T estdo disponiveis a partir de bancos
de dados de sequéncia conhecidos, tais como GenBank. Além
disso, no caso em que CAR GM2 inclui outras regides tais
como uma regido de dobra extracelular, as sequéncias de base
que codificam as outras regides estdo também disponiveis a
partir de bancos de dados de sequéncia conhecidos, tais como
GenBank.

[112] Por exemplo, no caso em gue uma regido
transmembrana de CD8 humano ¢é usada como a regiédo
transmembrana, exemplos de sequéncias de base que codificam
o CD8 humano incluem uma sequéncia de base registrada como
GenBank n°® NM 001768.6 e similares. Como sequéncias de base
que codificam a regido transmembrana, uma sequéncia de base
tal como definida na SEQ ID NO: 19 pode ser exemplificada.

[113] Além disso, por exemplo, no caso em Jgue uma
regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T de
CD3(¢ humano, CD28 humano ou 4-1BB humano é usada como a
regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula T,
exemplos de sequéncias de base que codificam CD3(¢ humano,
CD28 humano e 4-1BB  humano respectivamente incluem

sequéncias de base registradas como GenBank n° NM 000734.3,
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NM 006139.2 e NM 001561.5 e similares. Como as respectivas
sequéncias de base que codificam a regido de transducédo de
sinal de ativacdo de células T de CD3( humano, CD28 humano
e 4-1BB humano, as sequéncias de base tal como definidas nas
SEQ ID NOs: 27, 23 e 25 podem ser exemplificadas.

[114] Além disso, por exemplo, no caso em Jgue uma
regido de dobra extracelular de CD8 humano é usada como a
regido de dobra extracelular, uma sequéncia de base tal como
definida na SEQ ID NO: 17 pode ser exemplificada como uma
sequéncia de base que codifica a regido de dobra extracelular.

[115] Além disso, por exemplo, no caso em Jgue uma
regido citoplasmatica de CD8 humano ¢é usada como a regido
citoplasmatica, uma sequéncia de base tal como definida na
SEQ ID NO: 21 pode ser exemplificada como uma sequéncia de
base que codifica a regido citoplasméatica.

[116] A sequéncia de base que codifica cada uma das
regides acima ndo estd limitada as sequéncias de Dbase
conhecidas e qualquer sequéncia pode ser usada desde que ela
seja uma sequéncia de base que codifica cada uma das regides
acima. Devido a degeneracdo do cbébdigo genético, uma
pluralidade de cdbédons que correspondem a um aminocacido estéa
presente. De acordo, muitas sequéncias de base que codificam
a mesma sequéncia de aminodcido estdo presentes. A sequéncia
de base que codifica cada uma das regides acima pode ser
qualgquer uma das sequéncias de base plurais geradas pela
degeneracédo do cbddigo genético, desde que seja uma sequéncia
de base que codifica estas regides.

[117] Uma sequéncia de base que codifica cada uma das
regides acima mencionadas é preferencialmente uma sequéncia

de base otimizada por céddon de acordo com as espécies de
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células a serem introduzidas e, em um caso de introducdo em
células humanas, uma sequéncia de base otimizada por cdédon
humana é preferida.

[118] Em adicdo, a sequéncia de base que codifica cada
uma das regides acima mencionadas pode ser uma sequéncia de
base que codifica um mutante de cada regido derivada a partir
de uma proteina natural. Mutantes de cada regido sdo tal
como descritas acima na secdo do [Receptor de antigeno
quimérico (CAR anti-GM2)].

[119] A respectiva sequéncia de base que codifica cada
regido do CAR anti-GM2 estéd preferencialmente localizada na
ordem da regido de 1ligacdo do antigeno alvo, a regiédo
transmembrana e a regido de transducdo de sinal de ativacéo
de célula T a partir do lado 5’. Em um caso de uso de um
peptideo sinal, uma regido de dobra extracelular ou similares,
é preferivel que o peptideo sinal seja localizado no lado 5’
da regido de ligacdo do antigeno alvo e a regido de dobra
extracelular seja localizada entre a regido de ligacdo do
antigeno alvo e a regido transmembrana. As seqgquéncias de
base que codificam estas regides podem estar diretamente
ligadas ou podem estar ligadas por meio de uma sequéncia de
base que codifica uma regido espacadora. A regido espacadora
é como descrita acima na secdo [Receptor de antigeno
quimérico (CAR anti-GM2)].

[120] Exemplos especificos de sequéncias de base que
codificam o CAR anti-GM2 incluem uma sequéncia de base
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 39, 41, 43
e 45 e similares.

[121] O polinucleotideo da presente modalidade pode

ser obtido a partir da ligacdo dos polinucleotideos que
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consistem em uma sequéncia de base que codifica cada regido
do CAR anti-GM2 diretamente ou por meio de uma sequéncia
espacadora. O polinucleotideos que codifica cada regido do
CAR anti-GM2 pode ser obtida pela sintese quimica com um
método conhecido de acordo com a sequéncia de base de cada
regido. Em adicdo, por PCR, amplificacdo isotérmica e
similares usando o DNA extraido de células T ou similares,
e cDNA obtido por transcrigdo reversa do RNA extraido de
células T ou similares como modelo, polinucleotideos que
codificam cada regido podem ser amplificados e obtidos. Os
polinucleotideos que codificam cada regido assim obtida
podem estar sujeitos a modificacdes como substituicéo,
delecdo, adicdo e insercdo dentro de uma faixa sem perda de
funcdes de cada regido apds a traducéo.

[122] O polinucleotideo da presente modalidade pode
incluir, em adicdo a sequéncia de base que codifica o CAR
anti-GM2, sequéncias regulatdrias tais como um promotor, um
melhorador, um sinal de adicdo poli A e um terminador, as
sequéncias de base que codificam outras proteinas e similares.

[123] Exemplos de outras proteinas incluem IL-7 e CCL19.
As sequéncias de base que codificam estas proteinas estéo
disponiveis a partir de Dbancos de dados de sequéncia
conhecidos, tais como GenBank. Por exemplo, no caso em que
IL-7 humana ¢é usado, exemplos de sequéncias de base que
codificam IL-7 humana incluem uma sequéncia de Dbase
registrada como GenBank n°® NM 002190.2 (SEQ ID NO: 58) e
similares. Em adicdo, no caso em que CCL19 humano ¢é usado,
exemplos de sequéncias de base que codificam CCL19 humano
incluem uma sequéncia de base registrada como GenBank n°

NM 006274.2 (SEQ ID NO: 60) e similares.
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[124] Além disso, as sequéncias de base que codificam
estas proteinas ndo estdo limitadas a sequéncias de base
conhecidas e quaisquer sequéncias podem ser usadas desde que
elas sejam sequéncias de base que codificam estas proteinas,
e quaisquer das sequéncias de base plurais geradas pela
degeneracdo do cdédigo genético podem ser usadas. A sequéncias
de base que codificam estas proteinas sdo preferencialmente
uma sequéncia de base otimizada por cdéddon de acordo com as
espécies de células a serem introduzidas e em um caso de
introducdo em células humanas, uma sequéncia de Dbase
otimizada por cbédon humana é preferida.

[125] Além disso, as sequéncias de base que codificam
estas proteinas podem codificar mutantes de IL-7 natural e
CCL19 natural. Estes mutantes sdo tal como descritos acima
na secdo [Célula CAR que expressa anti-GM2 (célula CAR que
expressa anti-GM2)].

[126] Exemplos de outras proteinas incluem um gene
suicida. O gene suicida é tal como descrito acima na secédo
[Célula CAR que expressa anti-GM2 (célula CAR que expressa
anti-GM2)]. Uma sequéncia de base que codifica o gene suicida
estd disponivel a partir de bancos de dados de sequéncia
conhecidos, tais como GenBank. Em adicdo, as sequéncias de
vetores comercialmente disponiveis que inclui um gene
suicida podem também ser usadas.

[127] No caso em que o polinucleotideo da presente
modalidade inclui uma sequéncia de base que codifica outra
proteina, uma sequéncia de base que codifica um peptideo
tipo de auto clivagem tal como o peptideo 2A, uma sequéncia
do sitio de entrada de ribozima interna (IRES) e similares

pode ser interposta entre a sequéncia de base que codifica
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o CAR anti-GM2 e a sequéncia de base que codifica outra
proteina. Em adicdo, no caso em que duas ou mais outras
proteinas estédo presentes, um peptideo tipo de auto clivagem,
um IRES e similares podem ser interpostos entre as outras
proteinas. Pela interposicdo destas sequéncias, proteinas
plurais podem ser expressas independentemente a partir de um
promotor.

[128] Exemplos de peptideos 2A incluem peptideos 2A de
picornavirus, rotavirus, virus de insetos, aftovirus, virus
de tripanosoma e similares. Como um exemplo especifico, uma
sequéncia de aminoacido de peptideo 2A (F2A) de picornavirus
é mostrada na SEQ ID NO: 62. Uma sequéncia de base dque
codifica peptideo 2A é preferencialmente uma sequéncia de
base otimizada por cdéddon de acordo com as espécies de células
a serem introduzidas e, em um caso de introducdo em células
humanas, uma sequéncia de base otimizada por cdédon humana é
preferida.

[129] Em adicéao, o polinucleotideo da presente
modalidade pode ser um polinucleotideo apresentando
sequéncias regulatdrias tais como um promotor, um melhorador,
um sinal de adicdo poli A e um terminador para cada sequéncia
que codifica proteina da sequéncia de base que codifica o
CAR anti-GM2 e a sequéncia de base que codifica outras
proteinas. Além disso, o polinucleotideo pode ser um
polinucleotideo no qual algumas sequéncias que codificam
proteinas independentemente apresentam sequéncias
regulatdérias e as outras sequéncias que codificam proteinas
ligadas por meio do peptideo 2A, IRES ou similares apresentam
sequéncias regulatdérias comuns.

[Vetor que inclui sequéncia de base que codifica CAR
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anti-GM2]

[130] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
um vetor que incluil uma sequéncia de base que codifica o CAR
anti-GM2.

[131] O polinucleotideo da modalidade pode estar em
uma forma de um vetor. O tipo de vetor ndo esté
particularmente limitado e vetores de expressdo comumente
usados e similares podem ser usados. O vetor pode ser linear
ou circular e pode estar em um vetor ndo viral tal como um
plasmideo, pode ser um vetor viral ou pode ser um vetor de
transposon. Exemplos de vetores incluem vetores virais,
vetores de plasmideo, vetores epissomais, vetores de
cromossomo artificial e similares.

[132] Exemplos de vetores virais incluem vetores de
virus Sendai, vetores de retrovirus (que inclui lentivirus),
vetores de adenovirus, vetores de virus adeno associados,
vetores de virus do herpes, vetores de virus vaccinia,
vetores de virus pox, vetores de polio virus, vetores de
sindbis virus, vetores de rabdovirus, vetores de
paramixovirus, vetores de ortomixovirus e similares.

[133] Exemplos de vetores de plasmideo incluem vetores
de plasmideo para expressdo de célula animal, tal como pAl-
11, pXT1l, pRc / CMV, pRc / RSV e pcDNAI / Neo.

[134] Um vetor epissomal é um vetor capaz de replicacéo
autdnoma extracromossomal. Exemplos de vetores epissomais
incluem vetores contendo sequéncias as guais sdo necessarias
para a replicacdo autdnoma e sdo derivados de EBV, SV40 e
similares como elementos de vetor. Exemplos especificos de
elementos de vetor necessarios para a replicacdo autdnoma

incluem um ponto de partida da replicacdo e um gene gue
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codifica uma proteina que se liga a um vetor no ponto de
partida da replicacdo para controlar a replicacdo. Exemplos
dos mesmos incluem oriP, o qual é um ponto de partida da
replicacdo e o gene EBNA-1 em um caso de EBV e ori, o qual
é um ponto de partida da replicacdo e um gene SV40LT em um
caso de SV40.

[135] Exemplos de vetores de cromossomo artificial
incluem vetores de cromossomo artificial de levedura (YAC),
vetores de cromossomo artificial de bactéria (BAC), vetores
de cromossomo artificial derivados de Pl (PAC) e similares.

[136] Exemplos preferidos de vetores da presente
modalidade incluem vetores virais e mais exemplos preferidos
dos mesmos incluem vetores de retrovirus. Exemplos de vetores
de retrovirus incluem um vetor pMSGV1 (Tamada k et al., Clin
Cancer Res 18: 6436 - 6445 (2012)) e um vetor pMSCV
(produzido por Takara Bio Inc.). Pelo uso de um vetor
retrovirus, um gene no vetor estd incorporado no genoma de
uma célula hospedeira e, assim, o gene pode ser estavelmente
expresso na célula hospedeira por um longo periodo.

[137] Em adicdo as sequéncias de base descritas acima
na secdo [Polinucleotideo que inclui sequéncia de base que
codifica CAR anti-GM2], o vetor da presente modalidade pode
incluir um ponto de partida da replicacdo; uma sequéncia de
base que codifica uma proteina que se liga ao vetor no ponto
de partida da replicacdo para controle da replicacdo; uma
sequéncia de base que codifica um gene marcador tal como um
gene de resisténcia a medicamento e um gene repdrter; e
similares.

[138] A sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2

estd preferencialmente localizada dentro do vetor de modo a
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ser expressa sob o controle de um promotor apropriado. Em
adicdo, no caso em que as sequéncias de base que codificam
outras proteinas estejam incluidas, estas sequéncias de base
estdo preferencialmente localizadas dentro do vetor de modo
a serem expressas sob o controle de um promotor apropriado.
Exemplos de promotores incluem um promotor SRa, um promotor
em estdgio inicial SV40, um LTR de retrovirus, um promotor
de citomegalovirus (CMV), um promotor de Rous sarcoma virus
(RSV), um promotor da timidina quinase do virus do herpes
simplex (HSV-TK), um promotor EFla, um promotor
metalotioneina, um promotor de choque térmico e similares.
Em adicdo, um melhorador de um gene IE de CMV humano pode
ser usado junto com o promotor. Como um exemplo, um promotor
CAG (que inclui um melhorador de citomegalovirus, um promotor
de B-actina de galinha e um sitio do sinal poli A de um gene
B-globina) e similares podem ser mencionados. Além disso,
como descrito acima em [Polinucleotideo que inclui sequéncia
de base que codifica CAR anti-GM2], transcric¢des das mesmas
podem ser realizadas sob o controle de um promotor comum
pela localizacdo de uma sequéncia de base que codifica um
peptideo tipo de auto clivagem ou um IRES entre cada uma das
sequéncias que codificam proteina.

[139] Em uma modalidade preferida, em adicdo a
sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2, o vetor da
presente modalidade ainda inclui pelo menos um de uma
sequéncia de base que codifica IL-7 e uma sequéncia de base
que codifica CCL19. Em uma modalidade mais preferida, em
adicdo a sequéncia de base que codifica CAR anti-GM2, o vetor
da presente modalidade ainda inclui uma sequéncia de base

que codifica IL-7 e uma sequéncia de base que codifica CCL19.
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[140] O vetor da presente modalidade preferencialmente
inclui uma sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2
funcionalmente 1ligado a um promotor apropriado. Mais
preferencialmente, o vetor da presente modalidade inclui uma
sequéncia de base na qual a sequéncia de base que codifica
o CAR anti-GM2, a sequéncia de base que codifica IL-7 e a
sequéncia de base que codifica CCL19 estdo ligadas por meio
de uma sequéncia de base que codifica um peptideo tipo de
auto «clivagem ou um IRES. A sequéncia de base esta
funcionalmente ligada a um promotor apropriado. A frase
“funcionalmente ligada a um promotor” significa gque uma
sequéncia de base estd ligada a jusante de um promotor de
modo a ser expresso sob o controle do promotor. No exemplo
acima, a ordem de 1localizacdo da sequéncia de base dque
codifica o CAR anti-GM2, a sequéncia de base que codifica
IL-7 e a sequéncia de base que codifica CCL19 n&do estéa
particularmente limitada e pode ser qualquer ordem de
localizacéo.

[Método para a producdo de célula CAR gue expressa anti-
GM2 ]

[141] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
um método para a producdo uma célula que expressa o CAR anti-
GM2, o método incluindo a introducdo de um polinucleotideo
ou vetor que inclui uma sequéncia de base que codifica o CAR
anti-GM2 dentro de uma célula.

[142] A célula CAR qgue expressa o anti-GM2 da
modalidade acima (aqui, a seguir, também referido como
“célula CAR que expressa anti-GM2”) pode ser obtida pela
introducdo de um polinucleotideo ou um vetor que inclui a

sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2 da modalidade
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acima dentro de uma célula. O polinucleotideo ou o vetor
introduzido dentro de uma célula é retido na célula em um
estado capaz de expressar o CAR anti-GM2. A frase “estado
capaz de expressado” significa um estado no qual a sequéncia
de base que codifica o CAR anti-GM2 pode ser transcrita e
traduzida.

[143] Um método para a introducdo de um polinucleotideo
ou um vetor dentro de uma célula ndo estd particularmente
limitada e métodos conhecidos podem ser usados. Exemplos dos
mesmos incluem um método de infeccdo wviral, um método de
lipofeccédo, um método de microinjecdo, um método de fosfato
de célcio, um método DEAE - dextrano, um método de
eletroporacdo, um método usando transposon, um método de
pistola de particulas e similares.

[144] Em adicdo, no caso em que o vetor é& um vetor de
retrovirus, células de empacotamento apropriadas podem ser
selecionadas com base nas sequéncias LTR e sequéncias sinal
de empacotamento incluidas no vetor e 9particulas de
retrovirus podem ser preparadas pelo uso da mesma. Exemplos
de células de empacotamento incluem PG13, PA317, GP+E-8¢,
GP+envAm-12, Psi-Crip e similares. Em adicdo, células 293 ou
células 293T com alta eficiéncia de transfeccdo podem ser
usadas coma célula s de empacotamento. Uma vez que diversos
vetores de retrovirus e células de empacotamento gque podem
ser usadas para o empacotamento do vetor sdo amplamente
comercialmente disponiveis, estes produtos comercialmente
disponiveis podem ser usados. Por exemplo, é possivel usar
células GP2-293 (produzidas por Takara Bio Inc.), células
Plat-GP (produzidas por Cosmo Bio Co., Ltd.), células PG13

(CRL-10686 produzidas por ATCC), células PA317 (CRL-9078
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produzidas por ATCC) e similares, e um kit comercialmente
disponivel tal como Kit Eco de empacotamento de retrovirus
(produzido por Takara Bio Inc.) pode ser usado.

[145] No caso em que outras proteinas externas tais
como IL-7, CCL19 e um gene suicida s&o expressas nas células
CAR que expressam anti-GM2, as sequéncias de base dque
codificam estas outras proteinas podem ser incorporadas em
um vetor que incluil uma sequéncia de base que codifica o CAR
anti-GM2 ou podem ser incorporadas em outro vetor. No caso
em que as sequéncias de base que codificam outras proteinas
estdo incluidas no outro vetor, o vetor pode ser introduzido
em uma célula simultaneamente ou separadamente com o vetor
que inclui a sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2.

[146] Em adicdo, a célula CAR que expressa anti-GM2
pode ser produzida pela incorporacdo de um polinucleotideo
que inclui a sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2
no genoma de uma célula de modo que o polinucleotideo pode
ser expresso sob o controle de um promotor apropriado, pelo
uso de técnicas de edicdo de gene e similares. Exemplos de
técnicas de edigcdo de gene incluem técnicas que usam
endonucleases tails como nuclease de dedo de zinco, nuclease
efetora do tipo ativacdo da transcricdo (TALEN), sistema de
repeticdo palindrbdmica curta regularmente intercalada e
agrupadas (CRISPR)-Cas e repeticdo pentatricopeptideo (PPR).
No caso em que outras proteinas externas sdo expressas na
célula CAR que expressa anti-GM2, de forma similar, um
polinucleotideo que inclui a sequéncia de base que codifica
a outra proteina externa pode ser incorporada no genoma da
célula de modo que o polinucleotideo pode ser expresso sob

o controle de um promotor apropriado, pelo uso de técnicas
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de edicdo de gene e similares. Por exemplo, um método de
incorporacdo de um polinucleotideo que inclui uma sequéncia
de base que codifica o CAR anti-GM2 (ou outras proteinas)
funcionalmente ligadas a um promotor apropriado dentro de
uma regido ndo codante e similares em um genoma celular; um
método de incorporacdo de um polinucleotideo que inclui uma
sequéncia de base que codifica o CAR anti-GM2 (ou outras
proteinas) a jusante de um promotor enddgeno em um genoma
celular e similares sdo exemplificados. Exemplos de
promotores endbdgenos incluem promotores de TCRa e TCRB e
similares.

[147] Apds a introducdo de um polinucleotideo ou um
vetor que inclui uma sequéncia de base que codifica o CAR
anti-GM2 em uma célula, a expressdo do CAR anti-GM2 na célula
pode ser confirmada por um método conhecido tal como
citometria de fluxo, RT-PCR, Northern blotting, Western
blotting, ELISA e imunocoloracdo fluorescente. Em adicdo, a
expressdo de outras proteinas externas tais como IL-7 e CCL19
podem também ser, de forma similar, confirmada por métodos
conhecidos.

[Composicdo farmacéutica que inclui a célula CAR dgue
expressa anti-GM2]

[148] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
uma composicdo farmacéutica que inclui a célula CAR due
expressa anti-GM2.

[149] A célula CAR que expressa anti-GM2 mostra
atividade citotdxica especifica contra as células que
expressam GM2. De acordo, a célula CAR que expressa anti-GM2
pode ser usada para tratar ou prevenir uma doenca envolvendo

uma célula gque expressa GM2. Uma vez que o GM2 é expresso em
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uma ampla faixa de células tumorais que inclui cancer de
pulmdo, neuroblastoma, glioma, melanoma, mesotelioma maligno
mieloma e similares, a composicdo farmacéutica gque inclui a
célula CAR que expressa anti-GM2 pode ser usada como uma
composicdo farmacéutica para o tratamento ou prevencdo de
tumores. O tumor pode ser um gerado a partir de qualquer
tecido d6sseo, tecido cartilaginoso, tecido gorduroso, tecido
muscular, tecido vascular e tecido hematopoiético. Exemplos
de tumores incluem céncer tal como glioma, melanoma,
mesotelioma maligno, cancer de pulmdo, céncer de péancreas,
cdncer de cabeca e pescocgo, cancer de figado, céncer uterino,
cdncer de bexiga, céncer biliar, céncer de esbfago, tumor
testicular, céncer de tiredide, céncer de cérebro, cancer de
prbostata, céncer de cbdlon, cancer de rim, céncer de ovario,
cdncer de mama, adenocarcinoma, carcinoma espinocelular de
células, carcinoma adenoescamoso de células, cancer
anapléasico, cancer de células grandes, cancer de células
pequenas, cancer de pele, cancer vaginal, céncer de pescogo,
cadncer de baco, céncer de traqueia, cancer brdngquico, céncer
de intestino grosso, céncer de estdémago, céncer de vesicula
biliar e cédncer de testiculo; sarcoma como osteossarcoma,
condrossarcoma, sarcoma de Ewing, hemangioendotelioma
maligno, schwannoma maligno e sarcoma de tecidos moles;
blastoma tal como neuroblastoma, hepatoblastoma,
meduloblastoma, nefroblastoma, pancreatoblastoma, blastoma
pleuropulmonar e retinoblastoma; tumor de células
germinativas; cancer de sangue como linfoma, leucemia e
mieloma e similares, porém os exemplos ndo se limitam a estes
Em particular, a composicdo farmacéutica da presente

modalidade é adequada como uma composicdo farmacéutica para
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o tratamento ou prevencdo de tumores que expressam GM2.

Exemplos de tumores qgque expressam GM2 incluem céancer de
pulmdo, neuroblastoma, glioma, melanoma, mesotelioma maligno,
mieloma e similares, porém os exemplos ndo se limitam a estes.
Se um tumor expressdo ou ndo GM2 pode ser confirmado por,

por exemplo, um método conhecido usando um anticorpo anti-
GM2 ou similares. Exemplos de métodos conhecidos incluem
citometria de fluxo, ELISA, imunocoloracdo, imunocoloracdo
fluorescente e similares. As células (preferencialmente
células T) gque expressam qualgquer um ou ambos de IL-7 e CCL19
em adicdo ao CAR anti-GM2 exercem forte atividade citotdxica
contra até mesmo tumores sdélidos desde que eles sejam tumores

que expressam GM2. Por esta razdo, a composicdo farmacéutica
da presente modalidade gque inclui células (preferencialmente
células T) que expressam o CAR anti-GM2 e qualquer um ou
ambos de IL-7 e CCL19 podem ser particularmente
preferencialmente usados para tumores sélidos que expressam
GM2. De acordo, a composicdo farmacéutica para o tratamento

ou prevencdo de tumores sdbélidos, os quais incluem uma célula
(preferencialmente célula T) que expressa o CAR anti-GM2, e

qualgquer um ou ambos de IL-7 e CCL19, é& um exemplo preferido
da composicdo farmacéutica da presente modalidade. O termo
“tumor s6lido” significa um tumor outro gque n&o seja céncer
de sangue decorrentes de tecidos hematopoiéticos e inclui

cdncer de células epiteliais e <céncer de células néo
epiteliais.

[150] A composicédo farmacéutica da presente modalidade

pode incluir outros componentes tais como um carreador
farmaceuticamente aceitédvel, em adicdo a célula CAR que

expressa anti-GM2. Exemplos de outros componentes incluem,
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em adicdo a um carreador farmaceuticamente aceitavel, um
fator de ativacdo de c¢célula T tal como citocinas, um
imunoestimulante, um inibidor do ponto de checagem imune,
células que expressam outros CAR, um agente anti-
inflamatério e similares, porém, exemplos ndo se limitam a
estes. Exemplos de carreadores farmaceuticamente aceitédveis
incluem um meio de cultura celular, uma solucdo salina
fisioldgica, uma solucdo tampdo de fosfato, uma solucédo
tampdo de citrato e similares.

[151] A composicdo farmacéutica da presente modalidade
pode ser administrada por um método conhecido, porém
preferencialmente pode ser administrada a um paciente por
injecdo ou infusdo. Uma via de administracéo é
preferencialmente administracdo intravenosa, porém ndo se
limita a esta, e a administracdo pode ser realizada por
injecdo em um tumor ou similares.

[152] A composicdo farmacéutica da presente modalidade
pode incluir uma quantidade terapeuticamente eficaz das
células CAR que expressa anti-GM2. 0O termo “qguantidade
terapeuticamente eficaz” significa uma gquantidade de um
agente eficaz para o tratamento ou prevencdo de uma doenca.
A quantidade terapeuticamente eficaz pode variar dependendo
de um estdgio da doenca, idade, sexo, peso corporal e
similares de um individuo para a administracdo. Na composicédo
farmacéutica da presente modalidade, a quantidade
terapeuticamente eficaz acima mencionada das células CAR que
expressam anti-GM2 pode ser, por exemplo, uma quantidade que
permite as células CAR que expressam anti-GM2 de suprimir o
crescimento dos tumores.

[153] Uma dose e um intervalo de administracdo da

Peticao 870230074111, de 21/08/2023, pag. 67/98



60/79

composicdo farmacéutica da presente modalidade podem ser
apropriadamente selecionados dependendo da idade, sexo, peso
corporal e similares de um individuo para a administracgdo;
o tipo, grau de progressdo, sintomas e similares de uma
doenca; um método de administracdo e similares. Como uma
dose, uma quantidade terapeuticamente eficaz pode ser
administrada e exemplos das mesmas incluem 1 x 10% a 1 x 1010
células, preferencialmente 1 x 10°> a 1 x 10°% células, e mais
preferencialmente 5 x 10 a 5 x 108 células como o nUmero de
células a serem administradas por administracédo.

[154] Um intervalo de administracdo da composicgdo
farmacéutica da presente modalidade pode ser, por exemplo,
a cada semanas, a cada 10 a 30 dias, a cada més, a cada 3 a
6 meses, a cada ano ou similares. Em adicdo, uma vez gque as
células CAR que expressam anti-GM2 podem ser autonomamente
proliferadas no corpo de um individuo para administracéo,
elas podem ser administradas apenas uma vez.
Alternativamente, o numero das células CAR gue expressam
anti-GM2 em um corpo pode ser monitorado apds a administracéo
e um periodo de administracdo pode ser determinado de acordo
com o resultado.

[155] Em adicdo, a composicdo farmacéutica da presente
modalidade pode ser usada em combinacdo com outros agentes
anticdncer. Exemplos de outros agentes anticdncer incluem
medicamentos alquilantes tal como ciclofosfamida,
antimetabdlitos tal como pentostatina, medicamentos
direcionados molecularmente tal como rituximab, inibidores
de guinase tal como imatinibe, inibidores de proteassoma tal
como Dbortezomibe, inibidores de calcineurina tal como

ciclosporina, antibidéticos anticéncer tal como idarubicina,
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alcaloides vegetais tal como irinotan, preparacdes de
platina tal como cisplatina, medicamentos ©para terapia
hormonal tal como tamoxifeno, medicamentos imunorreguladores
tais como nivolumabe e pembrolizumabe, e similares, porém os
exemplos ndo se limitam a estes.

[156] Em adicéo, em outros aspectos, a presente
invencdo fornece 1) o uso da célula CAR gue expressa anti-
GM2 na producdo de uma composicdo farmacéutica para o
tratamento ou prevencdo de um tumor; 2) um método para o
tratamento ou prevencdo de um tumor que expressa GM2, o
método que inclui a administracdo da célula T anti-GM2 gque
expressa CAR a um individuo (por exemplo, um paciente que
sofre de um tumor que expressa GM2, um paciente o gqual passou
pela remocdo cirutrgica de um tumor e similares); 3) a célula
CAR gue expressa anti-GM2 para uso no tratamento ou prevencgdo
de um tumor; e 4) uso da célula CAR gue expressa anti-GM2
para o tratamento ou prevencdo de um tumor.

[157] Além disso, em outro aspecto, a presente invencéo
fornece um kit para a producdo da célula CAR que expressa
anti-GM2, o kit que inclui o vetor da modalidade acima
descrita. O kit né&o estd particularmente limitado desde que
este inclua o vetor da modalidade acima descrita e o kit
pode incluir instrucdes para a producdo da célula CAR que
expressa anti-GM2, um reagente usado para introduzir o vetor
dentro da célula e similares.

[Exemplos]

[158] Aqui, a seguir, a presente invencédo serd descrita
por exemplos, porém a presente invencdo ndo estd limitada
pelos exemplos a seguir.

[Exemplo 1] Preparo de células T anti-GM2 gque expressam
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CAR gue expressam IL-7 e CCL 19 (selecdo do fator de promogao
da funcdo imune da célula T)

[159] Pelo menos centenas de moléculas capazes de
controlar a funcdo da célula T estdo presentes um corpo vivo.
Os inventores da presente invencdo selecionaram IL-7 e CCL19
dentre um vasto numero de combinacdes como um fator de
promocdo da funcdo 1imune para a melhora de um efeito
antitumoral nas células T-CAR.

[160] A IL-7 acima mencionada é uma citocina essencial
para a sobrevivéncia de células T e é produzida por células
ndo hematopoiéticas tais como células estromais presentes na
medula 6ssea, timo, 6rgdos e tecidos linfaticos e similares.
Enquanto isso, uma capacidade de produzir IL-7 é& dificilmente
reconhecida em células T.

[161] Em adicéo, o) CCL19 acima mencionado é
principalmente produzido a partir de células dendriticas e
macréfagos em linfonodos e apresenta uma funcdo de causar a
migracdo de células T e células B e células dendriticas
maduras por meio dos seu receptor, CCR7.

(Sequéncias scFv de CAR anti-GM2)

[162] As sequéncias de scFvs anti-GM2 foram projetadas
com base em sequéncias de anticorpos GM2 conhecidos. A fim
de comparar a ordem de VL e VH e tipos de ligantes, cada
fragmento de DNA de ligante VL 15-VH (SEQ ID NO: 9: VL15VH),
ligante VL 25-VH (SEQ ID NO: 11: VL25VH), ligante VH 15-VL
(SEQ ID NO: 13: VH15VL) e ligante VH 25-VL (SEQ ID NO: 15:
VH 25VL) foram sintetizados. Nos exemplos a seguir, VH VL15
foi usado como a sequéncia scFv anti-GM2, a menos dgue
especificado o contréario.

(Preparo de vetor anti-GM2 que expressa CAR que expressa
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IL-7 e CCL19)

[163] Primeiro, a sintese quimica foi realizada em um
fragmento de DNA de IL-7-F2A-CCL19 (SEQ ID NO: 33: IL-7-F2A-
CCL19) qgue codifica IL-7 humana (sem cbédon de parada) e F2A
subsequente e CCL19 humano. Em seguida, usando a vetor CAR-
IL-7 / CCL19 anti-CD20 de camundongo existente obtido pela
insercdo de um constructo que consiste de um scFv anti-CD20
de camundongo, uma regido transmembrana CD8 de camundongo,
um motivo do sinal intracelular CD28-4-1BB-CD3( de
camundongo e um IL-7-F2A de camundongo - CCL19 de camundongo
em um vetor de expressdo de retrovirus pMSGV1 (Tamada k et
al., Clin Cancer Res 18: 6436 - 6445 (2012)), uma regido do
IL-7-F2A-CCL19 de camundongo no vetor foi substituida com o
fragmento de DNA IL-7 humana-F2A-CCL19 (SEQ ID NO: 33)
sintetizado pelo tratamento com enzima de restricdo (Nsil e
Sall) e ligacdo. Além disso, a sintese gquimica foi realizada
em um fragmento de DNA CAR anti-CD20 humano (SEQ ID NO: 37:
CAR anti-CD20) que consiste de um scFv anti-CD20 humano, uma
regido transmembrana CD8 humana e um motivo do sinal
intracelular CD28-4-1BB-CD3( humano e uma regido CAR anti-
CD20 de camundongo no vetor foi substituida com este
fragmento de DNA por tratamento com enzima de restricdo (Ncol
e EcolI) e ligacdo. Por fim, os fragmentos de DNA (SEQ ID NOs:
9, 11, 13 e 15) qgque codificam scFv anti-GM2 humano foram
quimicamente sintetizados e o scFv anti-CD20 no vetor foi
substituido com este fragmento de DNA por tratamento com
enzima de restricdo (Ncol e Ecol) e ligacdo. O constructo do
fragmento de DNA CAR anti-GM2 é mostrado na Fig. 1A e uma
figura da localizacdo do vetor obtido é mostrada na Fig. 1B.

(Preparo do vetor anti-GM2 que expressa CAR que expressa
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IL-7 / CCL19 e HSV-tk)

[164] Na terapia com célula T-CAR, uma forte resposta
imune a um antigeno alvo pode causar efeitos colaterais
sistémicos, tal como a sindrome de liberacdo de citocinas.
A fim de 1lidar com tal problema, um constructo CAR foi
produzido, no gqual um gene da timidina gquinase derivada do
virus do herpes, HSV-tk, foi introduzido como um gene suicida.
Quando esse constructo foi transfectado e o HSV-tk foi
expresso nas células T-CAR, a adicédo de ganciclovir, o qual
é um medicamento terapéutico para citomegalovirus, induz a
apoptose das células T-CAR para matéd-los e a administracéo
de ganciclovir permite o controle de células T- CAR no corpo.

[165] Primeiro, o fragmento de DNA IL-7-F2A-CCL19-HSV-
tk (SEQ ID NO: 35: IL-7-F2A-CCL19-HSV-tk) foi quimicamente
sintetizado. Em seguida, a regido de IL-7-F2A-CCL19 no vetor
anti-GM2 que expressa CAR (SEQ ID NO: 39) que expressa IL-7
e CCL19 foi substituido com o fragmento de DNA IL-7-F2A-
CCL19-HSV-tk sintetizado (SEQ ID NO: 35) por tratamento com
enzima de restricdo (NsiI e Sall) e ligacdo, e assim um vetor
de expressdo CAR anti-GM2 (SEQ ID NO: 47) que expressa I1L-7
/ CCL19 e HSV-tk foi produzido.

(Producdo de retrovirus dentro do qual o vetor CAR anti-
GM2 que expressa IL-7 / CCL19 foi introduzido)

[166] Um retrovirus foi produzido para a transfeccéo
do gene entro de uma célula T. Usando Lipofectamina 3000
(produzida por Life Technology Inc.), o vetor CAR anti-GM2
que expressa I1IL-7 / CCL19 acima mencionado e plasmideo p-
Ampho (produzido por Takara Bio Inc.) foi transfectado dentro
de uma linhagem celular de empacotamento GP2-293 (produzida

por Takara Bio Inc.) e, assim, um retrovirus dentro do qual
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o vetor CAR anti-GM2 que expressa IL-7 / CCL19 foi
introduzido foi produzido. O sobrenadante contendo o
retrovirus foi recuperado 48 horas apds a transfeccéo.

[167] Como uma solucdo de cultura de células GP2-293,
DMEM ao qual 10 % de FCS, 100 U / ml de penicilina e 100 mg
/ ml de estreptomicina foram adicionados foi usado. Em adicéo,
como uma solucdo de cultura de células T usadas nos Exemplos
a serem descritos a seguir, o GT-T 551 contendo 2.0 % de
soro tipo AB humano (produzido por Sigma), 1 % de penicilina
— estreptomicina (produzida por Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) e 2.5 ug / ml de anfotericina B (produzida
por Bristol - Myers Squibb) foi usado.

(Transducdo genética de células T)

[168] Células mononucleares sanguineas periféricas
foram coletadas a partir de sangue de doadores saudaveis e
foram cultivadas com 2 x 10% de IL-2 (200 IU / ml: produzida
por Peprotech) em uma incubadora com 5 % de C0O2 a 37 °C por
3 dias em uma placa na qual um anticorpo monoclonal anti-CD3
(5 nmg / ml) e RetroNectin (marca registrada: produzida por
Takara Bio Inc., 25 pug / ml) foram dispostos em camadas para
ativar células T. No segundo dia apds o inicio da cultura,
500 pl / pocgo do sobrenadante contendo o retrovirus dentro
do qual o vetor CAR anti-GM2 que expressa I1L-7 / CCL19
produzido acima foi introduzido foi adicionado a uma placa
de 24 pocos de superficie ndo tratada que foi previamente
revestida com 25 pg / ml de RetroNectin (produzida por Takara
Bio Inc.) e, assim, uma placa pré carregada com retrovirus
foi produzida por centrifugacdo a 2000 g por 2 horas. Um
total de duas placas foi produzido e, apdés o final da

)

centrifugacdo, as placas foram lavadas com 1.5 % de BSA /
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PBS e armazenadas a 4 °C até serem usadas. No terceiro dia
da cultura, células ativadas foram recuperadas a partir da
placa e preparadas como uma suspensdo celular (1 x 10°
células / ml). Uma primeira infeccdo com retrovirus foi
realizada pela adigcdo de 1 ml por pogco desta suspenséo
celular para a placa pré carregada com retrovirus e cultivo
em uma incubadora com 5 % de CO2 a 37 °C por 24 horas na
presenca de IL-2 (uma concentracdo final de 200 IU / ml). No
dia seguida (dia 4 da cultura), uma segunda infeccdo com
retrovirus foi realizada pela transferéncia da solucédo
celular de cada pog¢o para uma segunda placa pré carregada
com virus armazenada, centrifugacdo a 500 g por 1 minuto e
cultivo a 37 °C por 4 horas. Apds 4 horas de cultivo a 37 °C,
1 ml da suspensédo celular de cada poc¢o foi transferida a uma
nova placa de 12 pogos com cultura celular, diluida 4 vezes
com uma solucdo de cultura fresca (GT-T551) contendo IL-2
(200 IU / ml) e cultivada a 37 °C em uma incubadora com 5 %
de CO2. O cultivo foi realizado até o dia 7 a partir do dia
de inicio da cultura das células mononucleares sanguineas
periféricas e, assim, as células T (células T anti-GM2 que
expressam CAR-IL-7 / CCL19) dentro das quais o vetor CAR
anti-GM2 que expressa IL-7 / CCL19 foi introduzido foram
obtidas (Fig. 1B). Em adig¢do, ao mesmo tempo, como um
controle negativo de célula CAR, células ndo transgénicas,
as quais ativaram células mononucleares sanguineas
periféricas obtidas a partir dos mesmos doadores saudaveis
da mesma maneira, porém as quais ndo foram infectadas com
retrovirus, foram produzidas.

[Exemplo 2] Medida da expressdo de CAR por citometria

de fluxo (andlise de citometria de fluxo)
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[169] A andlise de um nivel de expressdo de CAR que
reconhece GM2 como um antigeno foi realizada por analise de
citometria de fluxo bicolor. As células T anti-GM2 que
expressam CAR-IL-7 / CCL19 produzidas foram reagidas com
proteina L biotinilada (produzida por GenScript),
estreptavidina marcada com (APC) aloficocianina (produzida
por Affymetrix) e anticorpo monoclonal anti-CD8 marcado com
(APC) (produzido por Affymetrix) e coloracdo foi realizado.
EC800 (produzido por Sony) foi usado para a citometria de
fluxo e o software FlowJo (produzido por Tree Star) foi usado
para analise dos dados.

[170] Os resultados sdo mostrados na Fig. 2. O gréafico
da esquerda mostra os resultados de células dentro das quais
nenhum gene CAR foi transfectado e o grafico da direita
mostra os resultados das células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19. Os valores numéricos nos graficos
representam porcentagens das respectivas populacdes. Tal
como mostrado na Fig. 2, cerca de 68 % da expressdo CAR foi
confirmada nas células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 /
CCL19.

[Exemplo 3] Producdo de IL-7 e CCL19

(Medida das concentracdes de IL-7 e CCL19 no
sobrenadante de cultura de células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19)

[171] Um sobrenadante de cultura das células T anti-
GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 ou células néao
transgénicas no dia 7 da cultura descrita acima foi
recuperado e a producdo de IL-7 e CCL19 pelas células T anti-
GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foi examinada usando um

kit ELISA comercialmente disponivel (produzido por Peprotech
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e R & D systems, respectivamente).

[Resultados]

[172] Os resultados s&o mostrados na Fig. 3. Tal como
mostrado na Fig. 3, no sobrenadante de cultura das células
T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 (GM2 CAR), 300 pg
/ ml ou mais de IL-7 e 2000 pg / ml ou mais de CCL 19 foram
detectados. Com base nestes resultados, foi confirmado que
as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19
expressam IL-7 e CCL19 e os IL-7 e CCL19 expressos sao
secretados de forma extracelular. Por outro lado, no
sobrenadante de cultura (ndo infeccgdo) das células T néo
transgénicas controle, quantidades de ambos IL-7 e CCL19
estavam abaixo de um limite de deteccdo (Ndo detectado).

[Exemplo 4] Expressédo de GM2 em cada célula tumoral

(Andlise de citometria de fluxo)

[173] Linhagens celulares de mesotelioma maligno Y-
meso8A e MSTO211H, linhagem celular de mieloma KMS-11, KMS-
28PE e linhagem celular de cancer de cdbdélon SW480 foram
coradas com um anticorpo anti-GM2 e um anticorpo anti-DNP
controle o qual foi marcado com Alexa 488 e a expressdo do
GM2 em cada célula tumoral foi medida por andlise de
citometria de fluxo. Para ambos o anticorpo anti-GM2 marcado
com Alexa 488 e anticorpo anti-DNP marcado com Alexa 488, a
coloracdo foi realizada a 10 pg / amostra.

[174] A expressdo de GM2 ndo foi observada na linhagem
celular de céncer de cdlon SW480, porém a expressdo de GM2
foi confirmada nas linhagens celulares de mesotelioma
maligno Y-meso8A e MSTO211H e nas linhagens celulares de
mieloma KMS-11 e KMS-28PE.

[Exemplo 5] Ensaios de citotoxicidade
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(ensaio de liberacdo de 51Cr 1 por células T anti-GM2
que expressam CAR-IL-7 / CCL19)

[175] A Fig. 4 mostra programacdes de testes de
producdo de células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19,
um ensaio de citotoxicidade tumoral e um ensaio de co-cultura.
Tal como mostrado na Fig. 4, as células T que expressam CAR-
IL-7 / CCL19 foram recuperadas no dia 8 e atividade
citotdéxica das células T que expressam CAR-IL-7 / CCL19
contra células tumorais foi avaliada pelo uso de um ensaio
de liberacdo padrdo 51Cr de 24 horas.

[176] Diversas células tumorais gque expressam GM2
humano foram usadas como células alvo. A linhagem de célula
tumoral foi cultivada a 37 °C por 1 hora na presenca de 100
uCi de Na2 51Cr0O4 e, entdo, lavada 3 vezes, e 5 x 103 células
por poco foram adicionadas a uma placa de fundo em V de 96
pocos (produzida por Nunc). Em seguida, como células T
efetoras, quatro tipos de células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19 com diferentes combinacdes de VH e VL e um
ligante no scFv de CAR anti-GM2, ou células T néo
transgénicas foram adicionadas e a co-cultura foi realizada
com as células alvo a 37 °C por 4 horas. Uma proporcdo de
efetoras / alvo (proporgcdo E / T) foi ajustada dentro de uma
faixa de 2.5, 5, 10, 20 e 40. A liberacdo maxima e liberacéao
espontédnea das células alvo foram medidas pela cultura das
células alvo em uma solucdo de cultura contendo 10 % de
Triton X (produzida por Sigma - Aldrich) ou em apenas uma
solucdo de cultura. A liberacdo do 51Cr do sobrenadante foi

medida com um contador de cintilacdo TopCount (produzido por

PerkinElmer). Uma porcentagem de atividade citotdxica foi
calculada pela equacdo: atividade citotdxica (%) = [ (ensaio
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de liberacdo - liberacdo espontdnea) / (liberacdo méxima -
liberacdo esponténea)] x 100.
[Resultados]

[177] Os resultados sdo mostrados na Figs. 5A e 5B. A
Fig. 5A mostra os resultados nos quais as linhagens celulares
de mesotelioma maligno (Y-meso8A e MSTO211H) foram usadas
como células alvo e a Fig. 5B mostra os resultados nos quais
as linhagens celulares de mieloma (KMS-11 e KMS-28PE) foram
usadas como células alvo. Nos graficos, cada um de “WL15VH”,
“WL25VH”, “WH15VL” e “WH25VL” representam as células T anti-
GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 que inclui as sequéncias
correspondentes as sequéncias scFv de CAR anti-GM2. Tal como
mostrado nas Figs. 5A e B, as células T anti-GM2 que
expressam CAR-IL-7 / CCL19 exibiram citotoxicidade contra a
linhagem de células tumorais por gqualquer combinacdo de VH,
VL e um ligante. Por outro lado, as células T néo
transgénicas controle (ndo infeccdo) mostraram quase nenhuma
atividade citotéxica contra a linhagem de células tumorais.
Nas Figs. 5A e 5B, um eixo lateral dos graficos representa
uma proporcdo de efetoras (células T) para direcionar
(células tumorais) em uma proporcdo E / T e um eixo vertical
representa a atividade citotdxica (%).

(Ensaio de liberacdo de 51Cr 2 por células T anti-GM2
que expressam CAR-IL-7 / CCL19)

[178] Para examinar a especificidade do GM2 da
atividade citotdéxica pelas células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19, usando as células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19, células T-CAR anti-FITC gque reconhecem
FITC como controle para as células T-CAR e células T né&o

transgénicas, atividade citotdéxica de cada célula contra uma
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linhagem de célula tumoral positiva para GM2 e uma linhagem
de célula tumoral negativa para GM2 foi comparada e examinada.
Para as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19,
células contendo VL15VH como sequéncia scFv foram usadas.

[Resultados]

[179] Os resultados sdo mostrados na Figs. 6A a 6C. A
Fig. 6A mostra os resultados nos quais a linhagem celular de
mesotelioma maligno (Y-MESO8A) foi wusada como uma célula
alvo, a Fig. 6B mostra os resultados nos quais a linhagem
celular de mieloma (KMS1l) foi usada como uma célula alvo,
e a Fig. 6C mostra os resultados nos quais a linhagem celular
de céncer de cdbdélon (SW480) foi usada como uma célula alvo.
Tal como mostrado nas Figs. 6A a 6C, nenhuma atividade
citotdédxica significativa de células T-CAR anti-FITC (T-CAR
FITC) foi reconhecida contra quaisquer células alvo, as quais
foram quase do mesmo nivel daquelas das células T néo
transgénicas (ndo infeccdo). Por outro lado, as células T
anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 (T-CAR GM2) exibiram
citotoxicidade contra as células gque expressam GM2 (Y-MESO8A
e KMS11), porém nédo exibiram citotoxicidade contra as células
que ndo expressam GM2 (SW480). Com base na descricdo acima,
foi confirmado que as células T anti-GM2 que expressam CAR-
IL-7 / CCL19 induzem a atividade citotdéxica especificamente
contra GM2. Nas Figs. 6A a 6C, um eixo lateral dos graficos
representa uma proporcdo de efetoras (células T) para
direcionar (célula tumoral) em uma proporcdo E / T, e um
eixo vertical representa a atividade citotdxica (%).

(Ensaio de co-cultura)

[180] Tal como mostrado na Fig. 4, as células T anti-

GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foram recuperadas no dia
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7, e, em uma placa de cultura de células de 24 pocos, foram
co-cultivadas com uma linhagem de célula tumoral positiva
para GM2 ou uma linhagem de célula tumoral negativa para GM2
em uma incubadora a 37 °C apds o ajuste de uma proporcdo
células efetoras:células tumorais de 1:1 a 1:3. A atividade
citotdéxica foi observada microscopicamente 2 ou 3 dias apéds
0 inicio da co-cultura e IFN-y produzida no sobrenadante da
cultura foi medido wusando um kit ELISA para IFN-vy
comercialmente disponivel (produzido por BioLegend). Como os
controles para as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7
/ CCL19, células T anti-FITC que expressam CAR e células T
ndo transgénicas foram usadas.

[Resultados]

[181] Os resultados s&o mostrados nas Figs. 7 a 9. As
Figs. 7 e 8 mostram os resultados nos dgquais a linhagem
celular de mesotelioma maligno (Y-meso8A, MSTO221H) foi
usada como uma célula alvo e a Fig. 9 mostra os resultados
nos quais a linhagem celular de céncer de cbélon (SW480) foi
usada como uma célula alvo. Tal como mostrado nas Figs. 7 a
9, na co-cultura das células T anti-FITC que expressam CAR
(T-CAR FITC) controle ou células T ndo transgénicas (néo
infeccdo) com células tumorais alvo, observou-se que todas
as células tumorais alvo cresceram pelo mesmo nivel como nos
pocos com apenas tumor.

[182] Por outro 1lado, nas células T anti-GM2 que
expressam CAR-IL-7 / CCL19 (T-CAR GM2), diferencas no
crescimento do tumor foram observadas dependendo do tipo de
célula tumoral alvo. Na co-cultura com células alvo negativas
para GM2 (SW 480: Fig. 9), células tumorais alvo cresceram

pelo mesmo nivel como nos PoOgos com apenas tumor. Por outro
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lado, gquando co-cultivadas com células tumorais positivas
para GM2 (Y-meso8A: Fig. 7 e MSTO221H: Fig. 8), o numero de
células tumorais claramente diminuiu quando comparado aos
pocos com apenas tumor e os poc¢os de co-cultura com células
controle.

[183] Com base nestes resultados, foi confirmado que
células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 danifica
células tumorais de uma maneira antigeno especifica, como no
ensaio de liberacdo de 51Cr. Em adicdo, tal como mostrado na
Fig. 10, no ELISA de IFN-y usando um sobrenadante apbds a co-
cultura, a producdo de IFN-y foi confirmada apenas no co-
sobrenadante de cultura das células T anti-GM2 gque expressam
CAR-IL-7 / CCL19 e as células alvo positivas para GM2
(MSTO221H e Y-meso8A).

[Exemplo 6] Efeito terapéutico em modelo tumoral

(Administracdo de células T anti-GM2 que expressam CAR-
IL-7 / CCL19 a camundongos irradiados com raios X)

[184] Camundongos NOD / SCID / IL2rgKO (NSG), os quais
sdo camundongos imunodeficientes, foram irradiados com 2 Gy
de raios X e, entdo, inoculados com 1 x 10¢4 de MSTO211H que
expressa luciferase intraperitonealmente ou
intratoracicamente. Apds um dia, 2.5 x 107 de células T anti-
GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 (1 x 107 de células para
células nas quais a expressdo de CAR foi confirmada) ou o
mesmo numero de células T ndo transgénicas como um controle
foram administradas intravenosamente para este grupo de
modelo de tumor intraperitoneal (n = 2) ou grupo de modelo
de tumor intratordcico (n = 3). O dia da administracéo
celular foi considerado dia 0 e um volume do tumor (=

intensidade de luminescéncia devido a atividade da
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luciferase) foi avaliado ao longo do tempo usando sistema de
imageamento IVIS (produzido por Perkin Elmer).

[Resultados]

[185] Os resultados das mudancas no volume do tumor
dos camundongos sdo mostrados nas Figs. 11A e 11B. A Fig.
11A mostra um resultado em um modelo de tumor intratoracico
e a Fig. 11B mostra um resultado em um modelo de tumor
intraperitoneal. Tal como mostrado na Fig. 11A, no modelo de
tumor intratordcico, o crescimento do tumor foi confirmado
no grupo (ndo infeccé&o) ao qual as células T ndo transgénicas
foram administradas, porém nenhum crescimento aparente do
tumor foi confirmado no grupo (T-CAR GM2) ao qual as células
T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foram administradas.
Em adicdo, tal como mostrado na Fig. 11B, no modelo de
inoculacdo de tumor intraperitoneal, o crescimento do tumor
foi observado até o dia 3 no grupo (T-CAR GM2) ao qual as
células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foram
administradas, porém o tumor gradualmente encolheu a partir
do dia subsequente. Com base nestes resultados, tornou-se
claro que as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 /
CCL19 exibiram excelente atividade antitumoral em ambos o
modelo de tumor intratordcico e o modelo de tumor
intraperitoneal.

(Administracdo de células T anti-GM2 que expressam CAR-
IL-7 / CCL19 a camundongos ndo irradiados com raios X)

[186] Em seguida, um efeito antitumoral em um modelo
no qual um camundongo NSG foi intratoracicamente inoculado
com um tumor sem pré tratamento com irradiacdo de raios X
foi examinado. A cavidade toréacica foi inoculada com 1 x 104

de MSTO211H que expressa luciferase e, no dia seguinte, 1.6
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x 107 células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 (1 x
107 células para o caso de células que expressam CAR) ou o
mesmo numero de células T ndo transgénicas como um controle
foram administradas intravenosamente (o grupo ao dgqual as
células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foram
administradas: n = 6, e o grupo as qual as células T né&o
transgénicas foram administradas: n = 5). O dia da
administracdo celular foi considerado dia 0 e o crescimento
do tumor foi avaliado ao longo do tempo usando um sistema de
imageamento IVIS tal como descrito acima.

[Resultados]

[187] Os resultados das mudancas no volume do tumor
dos camundongos s&o mostrados na Fig. 12. Tal como mostrado
na Fig. 12, no grupo (ndo infeccdo) ao qual as células T néo
transgénicas foram administradas, oS tumores cresceram
gradualmente. Por outro lado, no grupo (T-CAR GM2) ao qual
as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foram
administradas, os tumores mostraram uma tendéncia a crescer
até o dia 9, porém, a partir do dia subsequente, os tumores
ndo cresceram exceto para um camundongo e desapareceu. Foi
confirmado que as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7
/ CCL19 induzem um excelente efeito antitumoral, como no
modelo acima mencionado submetido ao pré-tratamento com
irradiacdo por raios X.

[Exemplo 7] Efeito terapéutico em modelo tumoral

(Producdo de células T anti-GM2 que expressam CAR)

[188] Um vetor anti-GM2 que expressa CAR foi produzido
com a mesma configuracdo do vetor CAR anti-GM2 que expressa
IL-7 / CCL19 exceto pelo fato de gque nenhum fragmento de DNA

IL-7-F2A-CCL19 estava contido. Este wvetor anti-GM2 que

Peticaio 870230074111, de 21/08/2023, pag. 83/98



76/79

expressa CAR foi transduzido em células T da mesma maneira
do Exemplo 1 e, assim, células T anti-GM2 que expressam CAR
foram obtidas.

(Administracdo de células T anti-GM2 que expressam CAR-
IL-7 / CCL19 ou células T anti-GM2 que expressam CAR a
camundongos)

[189] Camundongos NOD / SCID / IL2rgKO (NSG), os quais
sdo camundongos imunodeficientes, foram inoculados com 1 x
104 MSTO211H que expressa intratoracicamente. Apds um dia,
2.2 x 106 células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19
(1 x 106 células por células nas gquais a expressdo de CAR
foi confirmada), o mesmo numero de células T anti-GM2 que
expressam CAR (1 x 10¢ células por células nas quails a
expressdo de CAR foi confirmada), ou o mesmo numero de
células T ndo transgénicas como um controle foram
administradas intravenosamente para este grupo de modelo de
tumor intratordcico. O dia da administracdo celular foi
considerado dia 1 e um volume de tumor (= intensidade de
luminescéncia devido a atividade da luciferase) foi avaliada
ao longo do tempo usando um sistema de imageamento IVIS
(produzido por Perkin Elmer).

[Resultados]

[190] Resultados das mudancas no volume do tumor de
camundongos sdo mostrados na Fig. 13. Na Fig. 13, “x” indica
que um camundongo morreu. Tal como mostrado na Fig. 13, no
modelo de tumor intratorédcico, o crescimento do tumor foi
confirmado ao longo do tempo no grupo (ndo infeccdo) ao qual
as células T ndo transgénicas foram administradas, e nenhum

camundongo sobreviveu no dia 57. Mesmo no grupo (T-CAR GMZ2

(=) IL-7 / CCL19) ao gqual as células T anti-GM2 gue expressam
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CAR foram administradas, os tumores cresceram ao longo do
tempo, porém a supressdo no crescimento do tumor foi
observada quando comparada ao grupo ao qual as células T néo
transgénicas foram administradas. Por outro lado, no grupo
(T-CAR GM2 (+) IL-7 / CCL19) ao qual as células T anti-GM2
que expressam CAR-IL-7 / CCL19 foram administradas, o
crescimento do tumor foi suprimido gquando comparado aos
outros grupos e os camundongos sobreviveram mesmo apds o dia
70.

[191] A Fig. 14 é um grafico gque mostra as mudanc¢as na
intensidade de luminescéncia na Fig. 13. No grafico da Fig.
14, um eixo lateral indica o nUmero de dias passados desde
a inoculacdo intratordcica de células tumorais no camundongo,
e um eixo vertical indica a intensidade de luminescéncia (x
106 fétons / sec) de células tumorais. No grupo (ndo infeccdo)
ao qual as células T ndo transgénicas foram administradas e
o grupo (T-CAR GM2 (-) IL-7 / CCL19) as qual as células T
anti-GM2 que expressam CAR foram administradas, nenhum
camundongo sobreviveu no dia 57 e ndo houve marcacgdes
subsequentes. Na Fig. 14, pode ser confirmado que o
crescimento do tumor é levemente suprimido no grupo (T-CAR
GM2 (-) IL-7 / CCL19) ao qual as células T anti-GM2 gque
expressam CAR foram administradas quando comparado ao grupo
(ndo infeccdo) ao qual as células T ndo transgénicas foram
administradas. Por outro lado, no grupo (T-CAR GM2 (+) IL-7
/ CCL19) ao qual as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-
7 / CCL19 foram administradas, o crescimento do tumor foi
suprimido dentro de uma faixa substancialmente constante.

[192] Em adicdo, a Fig. 15 é um grafico o qual mostra

a transicdo em uma taxa de sobrevivéncia de camundongos. No
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grafico da Fig. 15, um eixo lateral indica o nUmero de dias
passados desde a inoculacdo intratoracica das células
tumorais no camundongo e um eixo vertical indica uma taxa de
sobrevivéncia (%) de camundongos. Tal como mostrado na Fig.
15, foi confirmado que, no grupo (T-CAR GM2 (-) IL-7 / CCL19)
ao qual as células T anti-GM2 que expressam CAR foram
administradas, um periodo de sobrevivéncia tendeu a se
estender um pouco quando comparado ao grupo (ndo infeccéo)
ao qual as células T ndo transgénicas foram administradas.
Por outro lado, foi confirmado que, no grupo (T-CAR GM2 (+)
IL-7 / CCL19) ao qual as células T anti-GM2 que expressam
CAR-IL-7 / CCL19 foram administradas, a taxa de sobrevivéncia
foi melhorada (um efeito de extensdo do periodo de
sobrevivéncia) quando comparada ao grupo ao qual as células
T n&o transgénicas foram administradas e o grupo ao qual as
células T anti-GM2 que expressam CAR foram administradas.

[193] Com base nestes resultados, se tornou claro que
as células T anti-GM2 que expressam CAR-IL-7 / CCL19
apresentaram excelente atividade antitumoral.

[Aplicacédo Industrial]

[194] De acordo com a presente invencdo, um novo CAR
que direciona um antigeno de tumor sélido como um antigeno
alvo e uma célula T-CAR que é eficaz contra tumores sbélidos
sdo fornecidos. As células T-CAR da presente invencdo podem
ser aplicadas ao tratamento ou prevengdo de tumores sdlidos
que expressam GM2, tais como cidncer de pulmdo, neuroblastoma,
glioma, melanoma, mesotelioma maligno e mieloma.

[195] O presente pedido se baseia no pedido de patente
japonés n°® 2017-61461 depositado em 27 de marco de 2017, o

contettido do qual é incorporado no presente relatdrio
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descritivo por referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo compreendendo uma sequéncia de base
que codifica o receptor de antigeno quimérico, uma sequéncia de
base que codifica IL7, e uma sequéncia de base que codifica CCL19,

CARACTERIZADO pelo fato do receptor de antigeno quimérico

compreender:
uma regido de ligacdo ao antigeno alvo;
uma regido transmembrana; e

uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de linfdécitos

em gque uma sequéncia de base que codifica a regido de ligacéo
ao antigeno alvo compreende uma sequéncia de base que codifica uma
regido variavel de cadeia pesada de um anticorpo anti-gangliosideo
GM2 e uma sequéncia de base que codifica uma regido variéavel de
cadeia leve do anticorpo anti-gangliosideo GM2

em que a sequéncia de base que codifica a regido variédvel de
cadeia pesada do anticorpo anti-gangliosideo GM2 compreende a
sequéncia de base estabelecida nas SEQ ID NO: 1, 49, 51 ou 53,

em que a sequéncia de base que codifica a regido variavel de
cadeia leve do anticorpo anti-gangliosideo GM2 compreende a
sequéncia de base estabelecida nas SEQ ID NO: 3, 50, 52 ou 54,

em que a regido transmembrana é selecionada de uma cadeia o
e uma cadeia B de um receptor de linfécitos T, CD3(, CD28, CD3eg,
cb45, CDh4, CD5, CD8, CD9, CDle6, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CDS86,
CD134, CD137, ICOS, CD154 ou GITR; e

em que a regido de transducdo do sinal de ativacdo de linfécitos
T é selecionada de CD2, CD4, CD5, CD8, CD27, CD28, 0OX040 (CD134),
4-1BB (CD137), 1ICOS, CDl154, HVEM, GITR, cadeia vy associada ao
receptor Fc, ou de proteinas possuindo um motivo de ativacédo do

imunorreceptor a base de tirosina (ITAM) de CD3{, FcRy, FcRf, CD3y,
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CD3%, CD3e, CD5, CD22, CD79a, CD79%9 ou CDo66d.
2. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacédo 1,

CARACTERIZADO pelo fato da regido de ligacdo ao antigeno alvo ser

um anticorpo de fita tGnica (scFv) do anticorpo anti-gangliosideo
GM2.
3. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacédo 2,

CARACTERIZADO pelo fato de que uma sequéncia de base que codifica

scFv do anticorpo anti-gangliosideo GM2 compreende a sequéncia de
base que é selecionada do grupo gue consiste nas SEQ ID NO: 9, 11,
13 e 15.

4. Vetor CARACTERIZADO pelo fato de compreender o

polinucleotideo conforme definido em qualquer uma das
reivindicacgbdes de 1 a 3.
5. Método para a producdo de uma célula que expressa um

receptor de antigeno quimérico CARACTERIZADO pelo fato de

compreender a introducdo do polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 3, ou o vetor, conforme

definido na reivindicacédo 4, dentro de uma célula.
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FIGURA 2A
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