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“COMPOSICOES E METODOS PARA REPROGRAMACAO DE TCR
USANDO PROTEINAS DE FUSAO”

REFERENCIA CRUZADA

[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente Provisério n®
U.S. 62/641.159, depositado em 9 de marco de 2018, o qual € inteiramente
incorporado ao presente documento, a titulo de referéncia.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A maioria dos pacientes com malignidades hematolégicas ou com
tumores solidos de estagio avancado sdo incuraveis com terapia padrdo. Além
disto, as opcdes de tratamento adicionais tém frequentemente efeitos colaterais
sérios. Varias tentativas foram feitas para engatar um sistema imunoldgico do
paciente para rejeitar ceélulas cancerosas, uma abordagem coletivamente
denominada como imunoterapia de cancer. Entretanto, diversos obstaculos tornam
dificil alcancar a eficacia clinica. Embora centenas dos chamados antigenos
tumorais tenham sido identificados, os mesmos sao frequentemente derivados de
si mesmos e podem direcionar a imunoterapia de cancer contra o tecido saudavel,
ou sdo imunogénicos de modo insatisfatorio. Adicionalmente, as células de cancer
usam multiplos mecanismos para se tornarem invisiveis ou hostis a iniciacdo e
propagacéo de um ataque imune por imunoterapias de cancer.

[003] Os desenvolvimentos recentes com o uso de terapia de célula T
autdloga modificada de receptor de antigeno quimérico (CAR), que dependem de
redirecionar células T geneticamente modificadas a uma molécula de superficie
celular adequada em células de cancer, mostram resultados promissores em
dominar a poténcia do sistema imunoldgico para tratar malignidades de célula B
(consultar, por exemplo, Sadelain et al., Cancer Discovery 3:388-398 (2013)). Os
resultados clinicos com células T de CAR especificas de CD19 (chamadas CTL019)
mostraram remissdes completas em pacientes que sofrem de leucemia linfocitica
cronica (CLL), assim como em leucemia linfoblasica aguda infantil (ALL) (consultar,

por exemplo, Kalos et al., Sci Transl Med 3:95ra73 (2011), Porter et al., NEJM
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365:725-733 (2011), Grupp et al., NEJM 368:1509-1518 (2013)). Uma abordagem
alternativa é o uso de cadeias alfa e beta de receptor de célula T (TCR)
selecionados para antigeno de peptideo associado a tumor para manipular
geneticamente as células T autdlogas. Estas cadeias de TCR formardo complexos
de TCR completos e dotam as células T de um TCR para uma segunda
especificidade definida. Resultados encorajadores foram obtidos com células T
autdlogas manipuladas que expressam cadeias alfa e beta de TCA especificas de
NY-ESO-1 em pacientes com carcinoma sinovial.

[004] Além da capacidade para células T geneticamente modificadas que
expressam um CAR ou um segundo TCR para reconhecer e destruir respectivas
células alvo in vitro/ex vivo, a terapia de paciente bem-sucedida com células T
manipuladas pode necessitar que as células T tenham capacidade para ativacao
forte, expanséo, persisténcia ao longo do tempo e, no caso de doenca recidivante,
possibilite uma resposta de ‘memaria’. A alta e gerenciavel eficacia clinica de
células T de CAR séo atualmente limitadas as malignidades de célula B positiva de
CD19 e a pacientes com sarcoma sinovial que expressa peptideo NY-ESO-1 que
expressam HLA-A2.

SUMARIO DA INVENCAO

[005] H& uma clara necessidade de melhorar células T geneticamente
modificadas para atuar mais amplamente contra varias malignidades humanas.

[006] Sé&o descritas no presente documento as células T modificadas que
compreendem proteinas de fusdo de subunidades de TCR, incluindo cadeias de
CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR gama, TCR delta, TCR alfa e TCR beta
com dominios de ligacdo especificos para antigenos de superficie celular que tém
0 potencial para superar as limitacbes de abordagens existentes. Adicionalmente,
estas células T modificadas podem ter a ruptura funcional de um TCR enddgeno
(por exemplo TCR alfa, beta ou ambos). Estas células T modificadas podem ter a
capacidade para exterminar células-alvo de modo mais eficaz do que CARs, mas

liberam niveis comparaveis ou mais baixos de citocinas pro-inflamatdérias. Estas
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células T modificadas e métodos de seu uso podem representar uma vantagem
para estas células em relacdo a CARs devido aos niveis elevados destas citocinas
terem sido associados as toxicidades limitantes de dose para terapias de CAR-T
adotivas.

[007] Sé&o fornecidas no presente documento as células T modificadas que
compreendem proteina de fusdo (TFP) de receptor de célula T (TCR) e um dominio
constante de TCR, métodos para produzir as células T modificadas, e métodos para
uso das mesmas para o tratamento de doengas.

[008] E divulgado no presente documento, em algumas modalidades, are
acido nucleico recombinante que compreende (a) uma sequéncia que codifica uma
proteina de fusdo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i) uma
subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cao de um dominio
extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio intracelular
que compreende um dominio estimulatério a partir de um dominio de sinalizagédo
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR gama, TCR delta, TCR
alfa ou TCR beta, e (ii) um anticorpo humano ou humanizado que compreende um
dominio de ligacdo ao antigeno; e (b) uma sequéncia que codifica um dominio
constante de TCR, em que o dominio constante de TCR € um dominio constante
de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta, um dominio constante de TCR
alfa e um dominio constante de TCR beta, um dominio constante de TCR gama,
um dominio constante de TCR delta, ou um dominio constante de TCR gama e um
dominio constante de TCR delta; em que a subunidade de TCR e o anticorpo séo
operacionalmente ligados, e em que a TFP incorpora funcionalmente num
complexo de TCR quando expressada numa célula T.

[009] E divulgado no presente documento, em algumas modalidades, o
acido nucleico recombinante que compreende (a) uma sequéncia que codifica uma
proteina de fusado (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i) uma
subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma porgdo de um dominio

extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio intracelular
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que compreende um dominio estimulatério a partir de um dominio de sinalizacéo
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR beta, e (ii) um
ligante de ligagdo ou um fragmento do mesmo que é capaz de se ligar a um
anticorpo ou fragmento do mesmo; e (b) uma sequéncia que codifica um dominio
constante de TCR, em que o dominio constante de TCR € um dominio constante
de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio constante de TCR
alfa e um dominio constante de TCR beta; em que a subunidade de TCR e o ligante
de ligacéo ou fragmento do mesmo sao operacionalmente ligados, e em que a TFP
incorpora funcionalmente a um complexo de TCR quando expressada numa célula
T que compreende uma ruptura funcional de um TCR end6geno. Em alguns casos,
o ligante de ligacéo é capaz de se ligar a um dominio de Fc do anticorpo. Em alguns
casos, o ligante de ligacdo € capaz de se ligar seletivamente a um anticorpo de
IgG1. Em alguns casos, o ligante de ligacao € capaz de se ligar especificamente a
um anticorpo de IgG1l. Em alguns casos, o anticorpo ou fragmento do mesmo se
liga a um antigeno de superficie celular. Em alguns casos, o0 anticorpo ou fragmento
do mesmo se liga a um antigeno de superficie celular sobre a superficie de uma
célula de tumor. Em alguns casos, o ligante de ligagdo compreende um mondémero,
um dimero, um trimero, um tetramero, um pentamero, um hexamero, um
heptamero, um octémero, um nonamero ou um decamero. Em alguns casos, o
ligante de ligacdo ndo compreende um anticorpo ou fragmento do mesmo. Em
alguns casos, o ligante de ligacdo compreende um polipeptideo de CD16 ou
fragmento do mesmo. Em alguns casos, o ligante de ligacdo compreende um
polipeptideo de ligacdo a CD16. Em alguns casos, o ligante de ligacdo € humano
ou humanizado. Em alguns casos, o acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia de acidos nucleicos que codifica um anticorpo ou
fragmento do mesmo capaz de ser ligado pelo ligante de ligagdo. Em alguns casos,
0 anticorpo ou fragmento do mesmo é capaz de ser secretado a partir de uma
célula.

[010] E revelado no presente documento, em algumas modalidades, o 4cido
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nucleico recombinante que compreende (a) uma sequéncia que codifica uma
proteina de fusado (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i) uma
subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cdo de um dominio
extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio intracelular
que compreende um dominio estimulatério a partir de um dominio de sinalizacéo
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR beta, e (ii) um
dominio de antigeno que compreende um ligante ou um fragmento do mesmo que
se liga a um receptor ou polipeptideo expresso numa superficie de uma célula; e
(b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de TCR, em que o dominio
constante de TCR € um dominio constante de TCR alfa, um dominio constante de
TCR beta ou um dominio constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR
beta; em que a subunidade de TCR e o dominio de antigeno séo operacionalmente
ligados, e em que o TFP se incorpora funcionalmente a um complexo de TCR
guando expresso numa célula T qgue compreende uma ruptura funcional de um TCR
enddgeno. Em alguns casos, o dominio de antigeno compreende um ligante. Em
alguns casos, o ligante se liga ao receptor de uma célula. Em alguns casos, o
ligante se liga ao polipeptideo expresso numa superficie de uma célula. Em alguns
casos, 0 receptor ou polipeptideo expresso numa superficie de uma célula
compreende um polipeptideo ou receptor de resposta de estresse. Em alguns
casos, 0 receptor ou polipeptideo expresso numa superficie de uma célula é uma
glicoproteina relacionada a MHC classe |. Em alguns casos, a glicoproteina
relacionada a MHC classe | é selecionada do grupo que consiste em MICA, MICB,
RAETL1E, RAET1G, ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4 e combina¢cfes dos mesmos.
Em alguns casos, o dominio de antigeno compreende um monémero, um dimero,
um trimero, a tetramero, um pentamero, um hexamero, um heptamero, um
octbmero, um nonamero ou um decamero. Em alguns casos, o dominio de antigeno
compreende um monémero ou um dimero do ligante ou fragmento do mesmo. Em
alguns casos, o ligante ou fragmento do mesmo é um mondmero, um dimero, um

trimero, a tetramero, um pentamero, um hexamero, um heptadmero, um octdémero,
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um nonamero ou um decamero. Em alguns casos, o ligante ou fragmento do
mesmo € um mondmero ou um dimero. Em alguns casos, o dominio de antigeno
nao compreende um anticorpo ou fragmento do mesmo. Em alguns casos, o
dominio de antigeno ndo compreende uma regido variavel. Em alguns casos, 0
dominio de antigeno ndo compreende uma CDR. Em alguns casos, o ligante ou
fragmento do mesmo € um ligante de grupo Natural Killer 2D (NKG2D) ou um
fragmento do mesmo.

[011] Em algumas modalidades, para os acidos nucleicos recombinantes
divulgados acima, o dominio constante de TCR se incorpora a um complexo de
TCR funcional quando expresso numa célula T. Em alguns casos, o dominio
constante de TCR se incorpora num mesmo complexo de TCR funcional que o
complexo de TCR funcional que incorpora a TFP quando expresso numa célula T.
Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia que codifica o
dominio constante de TCR estdo contidas numa mesma molécula de acido
nucleico. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia que
codifica o dominio constante de TCR estdo contidas em moléculas de acido
nucleico diferentes. Em alguns casos, a subunidade de TCR e o dominio de
anticorpo, o dominio de antigeno ou o ligante de ligacado ou fragmento do mesmo
sdo operacionalmente ligados por uma sequéncia ligante. Em alguns casos, a
sequéncia ligante compreende (G4S)n, em que n=1 a 4. Em alguns casos, o dominio
transmembranar € u m dominio transmembranar de TCR a partir de CD3 épsilon,
CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR beta. Em alguns casos, o dominio
intracelular é derivado de apenas CD3 épsilon, apenas CD3 gama, apenas CD3
delta, apenas TCR alfa ou apenas TCR beta. Em alguns casos, a subunidade de
TCR compreende (i) pelo menos uma porcédo de um dominio extracelular de TCR,
(il) um dominio transmembranar de TCR, e (iii) um dominio intracelular de TCR, em
gue pelo menos dois dentre (i), (ii), e (iii) sdo da mesma subunidade de TCR. Em
alguns casos, o dominio extracelular de TCR compreende um dominio extracelular

ou porcdo do mesmo de uma proteina selecionada do grupo que consiste numa
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cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, uma subunidade de TCR de CD3
épsilon, uma subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade de TCR de CD3
delta, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de aminoacidos do mesmo
que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20 modificagées. Em alguns casos, a
subunidade de TCR compreende um dominio transmembranar que compreende
um dominio transmembranar de uma proteina selecionada do grupo que consiste
numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, uma cadeia de TCR gama,
uma cadeia de TCR delta, uma cadeia de TCR zeta, uma subunidade de TCR de
CD3 épsilon, uma subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade de TCR de
CD3 delta, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64,
CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, fragmentos funcionais dos mesmos, e
sequéncias de aminoacidos dos mesmos que tém pelo menos uma, mas nao mais
que 20 modificacbes. Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um
dominio intracelular de TCR que compreende um dominio estimulatorio de uma
proteina selecionada a partir de um dominio de sinalizacdo intracelular de CD3
épsilon, CD3 gama ou CD3 delta, ou uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo
menos uma modificagdo na mesma. Em alguns casos, a subunidade de TCR
compreende um dominio intracelular que compreende um dominio estimulatério de
uma proteina selecionada a partir de um dominio de sinalizacéo funcional de 4-1BB
e/ou um dominio de sinalizacdo funcional de CD3 zeta, ou uma sequéncia de
aminoacidos que tem pelo menos uma modificagdo na mesma. Em alguns casos,
0 acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia que
codifica um dominio coestimulatério. Em alguns casos, o dominio coestimulatorio
compreende um dominio de sinalizacdo funcional de uma proteina selecionada do
grupo que consiste em 0OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1
(CD11a/CD18), ICOS (CD278), e 4-1BB (CD137), e sequéncias de amino&cidos da
mesma que tém pelo menos uma, mas ndo mais que 20 modificagcdes nas mesmas.
Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um motivo de ativacao a base

de tirosina de imunorreceptor (ITAM) de uma subunidade de TCR que compreende
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um ITAM ou porcdo do mesmo de uma proteina selecionada do grupo que consiste
em subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon,
subunidade de TCR de CD3 gama, subunidade de TCR de CD3 delta, cadeia de
TCR zeta, cadeia de receptor Fc épsilon 1, cadeia de receptor Fc épsilon 2, cadeia
de receptor Fc gama 1, cadeia de receptor Fc gama 2a, cadeia de receptor Fc gama
2b1, cadeia de receptor Fc gama 2b2, cadeia de receptor Fc gama 3a, cadeia de
receptor Fc gama 3b, cadeia de receptor Fc beta 1, TYROBP (DAP12), CD5,
CD16a, CD16b, CD22, CD23, CD32, CD64, CD79a, CD79b, CD89, CD278, CD66d,
fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de aminoacidos dos mesmos
que tém pelo menos uma, mas ndo mais que 20 modificagdes nas mesmas. Em
alguns casos, o ITAM substitui um ITAM de CD3 gama, CD3 delta ou CD3 épsilon.
Em alguns casos, o ITAM é selecionado do grupo que consiste em subunidade de
TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade de TCR de
CD3 gama, e subunidade de TCR de CD3 delta e substitui um ITAM diferente
selecionado do grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta,
subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama e
subunidade de TCR de CD3 delta. Em alguns casos, a TFP, o dominio constante
de TCR alfa, o dominio constante de TCR beta, e qualquer combinacdo dos
mesmos é capaz de interagir funcionalmente com um complexo de TCR enddgeno
e/ou pelo menos um polipeptideo de TCR enddgeno. Em alguns casos, (a) o
dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR alfa e a TFP
funcionalmente se integra a um complexo de TCR que compreende uma
subunidade enddgena de TCR beta, CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma
combinacéo dos mesmos; (b) o dominio constante de TCR € um dominio constante
de TCR beta e a TFP se integra funcionalmente num complexo de TCR que
compreende uma subunidade enddgena de TCR alfa, CD3 épsilon, CD3 gama,
CD3 delta, ou uma combinacdo dos mesmos; ou (c) o dominio constante de TCR é
um dominio constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta e a TFP

se integra funcionalmente num complexo de TCR que compreende uma
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subunidade endégena de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacgéo
dos mesmos. Em alguns casos, a pelo menos uma, mas ndo mais que 20
modificacdes no mesmo compreendem uma modificacdo de um aminoacido que
medeia a sinalizagdo celular ou uma modificacdo de um aminoacido que é
fosforilado em resposta a um ligante que se liga a TFP. Em alguns casos, 0
anticorpo humano ou humanizado € um fragmento de anticorpo. Em alguns casos,
o fragmento de anticorpo € um scFv, um dominio de anticorpo de dominio Unico,
um dominio Vi ou um dominio VL. Em alguns casos, 0 anticorpo humano ou
humanizado que compreende um dominio de ligacédo ao antigeno é selecionado de
um grupo que consiste num dominio de ligacdo anti-CD19, dominio de ligacdo
antiantigeno de maturacao de célula B (BCMA), dominio de ligacdo antimesotelina
(MSLN), dominio de ligacdo anti-IL13Ra2, dominio de ligacdo anti-MUC16, dominio
de ligacéo anti-CD22, dominio de ligacao anti-PD-1, dominio de ligacao anti-BAFF
ou receptor BAFF, e dominio de ligacdo anti-ROR-1. Em alguns casos, 0 &cido
nucleico é selecionado do grupo que consiste num DNA e um RNA. Em alguns
casos, o0 acido nucleico € um mRNA. Em alguns casos, o acido nucleico
recombinante compreende um analogo de acido nucleico, em que o analogo de
acido nucleico ndo estd numa sequéncia de codificacdo do acido nucleico
recombinante. Em alguns casos, o analogo nucleico € selecionado a partir do grupo
que consiste em 2’-O-metila, 2'-O-metoxietila (2’-O-MOE), 2’-O-aminopropila, 2’-
desoxi, T-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-aminopropila (2'-O-AP), 2'-O-dimetilaminoetila (2’-
O-DMAOQE), 2'-O-dimetilaminopropila (2’-O-DMAP), T-O-dimetilaminoetiloxietila
(2-O-DMAEOE), 2’-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA) modificado, um acido nucleico
bloqueado (LNA), um acido etileno nucleico (ENA), um acido nucleico de peptideo
(PNA), um acido 1',5’- anidro-hexitol nucleico (HNA), um morfolino, um nucleotideo
de metilfosfonato, um nucleotideo tiolfosfonato, e um 2'-fluoro N3-P5’-fosforamidita.
Em alguns casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma
sequéncia de iniciacdo. Em alguns casos, o &cido nucleico recombinante

compreende adicionalmente uma sequéncia promotora. Em alguns casos, o acido
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nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia que codifica
uma cauda poli(A). Em alguns casos, o0 acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia 3'UTR. Em alguns casos, o0 &cido nucleico € um
acido nucleico isolado ou um &cido nucleico de ocorréncia ndo natural. Em alguns
casos, 0 acido nucleico é um acido nucleico transcrito in vitro. Em alguns casos, o
acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia que
codifica um dominio transmembranar de TCR alfa. Em alguns casos, o acido
nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia que codifica
um dominio transmembranar de TCR beta. Em alguns casos, o0 acido nucleico
recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio
transmembranar de TCR alfa e uma sequéncia que codifica um dominio
transmembranar de TCR beta.

[012] Sé&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
vetores que compreendem o &cido nucleico recombinante divulgado no presente
documento. Em alguns casos, o vetor é selecionado do grupo que consiste num
DNA, num RNA, num plasmideo, num vetor de lentivirus, vetor adenoviral, um vetor
viral adenoassociado (AAV), um vetor viral de sarcoma de Rous (RSV), ou um vetor
de retrovirus. Em alguns casos, o vetor € um vetor AAV6. Em alguns casos, o vetor
compreende adicionalmente um promotor. Em alguns casos, o vetor é um vetor
transcrito in vitro.

[013] E divulgada no presente documento, em algumas modalidades, a
célula T modificada que compreende o acido nucleico recombinante divulgado
acima, ou o vetor divulgado acima; em que a célula T modificada compreende uma
ruptura funcional de um TCR endogeno. S&o adicionalmente divulgadas no
presente documento, em algumas modalidades, as células T modificadas que
compreendem a sequéncia que codifica a TFP do &cido nucleico divulgado acima
ou uma TFP codificada pela sequéncia do &acido nucleico divulgado acima que
codifica a TFP, em que a célula T modificada compreende uma ruptura funcional

de um TCR endogeno. Também é divulgada no presente documento a célula T
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alogénica modificada que compreende a sequéncia que codifica a TFP divulgada
acima ou uma TFP codificada pela sequéncia do acido nucleico divulgado acima
gue codifica a TFP. Em alguns casos, a célula T compreende adicionalmente uma
sequéncia heteréloga que codifica um dominio constante de TCR, em que o
dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR alfa, um dominio
constante de TCR beta ou um dominio constante de TCR alfa e um dominio
constante de TCR beta. Em alguns casos, o TCR enddgeno que € funcionalmente
interrompido é uma cadeia de TCR alfa endogena, uma cadeia de TCR beta
enddgena, ou uma cadeia de TCR alfa endégena e uma cadeia de TCR beta
enddégena. Em alguns casos, o TCR enddgeno que é funcionalmente interrompido
tem ligacéo reduzida ao complexo de MHC-peptideo em comparagdo com aquela
de uma célula T de controle ndo modificada. Em alguns casos, a ruptura funcional
€ uma ruptura de um gene que codifica o0 TCR enddgeno. Em alguns casos, a
ruptura de um gene que codifica o TCR enddgeno € uma remog¢do de uma
sequéncia do gene que codifica o TCR enddgeno a partir do genoma de uma célula
T. Em alguns casos, a célula T € uma célula T humana. Em alguns casos, a célula
T é uma célula T CD8+, uma célula T CD4+, uma célula T virgem, uma célula T
tronco de memoria, uma célula T de memoria central, uma célula T negativa dupla,
uma célula T de memoria efetora, uma célula T efetora, uma célula ThO, uma célula
TcO, uma célula Thl, uma célula Tcl, uma célula Th2, uma célula Tc2, uma célula
Th17, uma célula Th22, uma célula T gama delta, uma célula exterminadora natural
(NK), uma célula T exterminadora natural (NKT), uma célula-tronco hematopoiética,
ou uma célula-tronco pluripotente. Em alguns casos, a célula T € uma célula T
CD8+ ou CD4+. Em alguns casos, a célula T € uma célula T alogénica. Em alguns
casos, as células T modificadas compreendem adicionalmente um acido nucleico
gue codifica uma molécula inibitéria que compreende um primeiro polipeptideo que
compreende pelo menos uma por¢ao de uma molécula inibitéria, associada a um
segundo polipeptideo que compreende um sinal positivo de um dominio de

sinalizacao intracelular. Em alguns casos, a molécula inibitéria compreende o
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primeiro polipeptideo que compreende pelo menos uma por¢cdo de PD1 e o
segundo polipeptideo que compreende um dominio coestimulatério e dominio de
sinalizag&o primario.

[014] Sé&o divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
composicdes farmacéuticas que compreendem: (a) as células T modificadas da
divulgacao; e (b) um carreador farmaceuticamente aceitavel.

[015] E divulgado no presente documento, em algumas modalidades, o
método para produzir a célula T modificada da divulgacdo, em que o método
compreende (a) interromper um gene de TCR enddgeno que codifica uma cadeia
de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de TCR alfa e uma cadeia
de TCR beta; produzindo, assim, uma célula T que contém uma ruptura funcional
de um gene de TCR endogeno; e (b) transduzir a célula T que contém uma ruptura
funcional de um gene de TCR enddgeno com o acido nucleico recombinante, ou o
vetor divulgado no presente documento. Em alguns casos, a ruptura compreende
transduzir a célula T com uma proteina de nuclease ou uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica uma proteina de nuclease que alveja o gene endégeno que
codifica uma cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de TCR
alfa e uma cadeia de TCR beta. E adicionalmente divulgado no presente
documento, em algumas modalidades, o método para produzir a célula T
modificada da divulgacdo, o método que compreende transduzir a célula T que
contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno com o acido nucleico
recombinante, ou o vetor divulgado no presente documento. Em alguns casos, a
célula T que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno é uma
célula T que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno que
codifica uma cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de TCR
alfa e uma cadeia de TCR beta. Em alguns casos, a célula T é uma célula T
humana. Em alguns casos, a célula T que contém uma ruptura funcional de um
gene de TCR enddgeno tem ligacéo reduzida ao complexo de MHC-peptideo em

comparacao com aquela de uma célula T de controle ndo modificada. Em alguns
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casos, a nuclease € uma meganuclease, uma nuclease de dedo de zinco (ZFN),
uma nuclease efetora semelhante a ativador de transcricdo (TALEN), uma
CRISPR/Cas nuclease, ou uma megaTAL nuclease. Em alguns casos, a sequéncia
compreendida pelo acido nucleico recombinante ou pelo vetor é inserida no gene
de subunidade de TCR endogeno no sitio de clivagem, e em que a insercao da
sequéncia no gene de subunidade de TCR enddgeno interrompe funcionalmente a
subunidade de TCR enddgeno. Em alguns casos, a nuclease € uma meganuclease.
Em alguns casos, a meganuclease compreende uma primeira subunidade e uma
segunda subunidade, em que a primeira subunidade se liga a um primeiro meio-
sitio de reconhecimento da sequéncia de reconhecimento, e em que a segunda
subunidade se liga a um segundo meio-sitio de reconhecimento da sequéncia de
reconhecimento. Em alguns casos, a meganuclease € uma meganuclease de
cadeia Unica que compreende um ligante, em que o ligante une de modo covalente
a primeira subunidade e a segunda subunidade.

[016] E divulgado no presente documento, em algumas modalidades, o
método para tratar cancer num sujeito que precisa do mesmo, em que o método
compreende administrar ao sujeito uma quantidade terapeuticamente eficaz da
composicao farmacéutica divulgada no presente documento. Também é divulgado
no presente documento, em algumas modalidades, o método para tratar cancer
num sujeito que precisa do mesmo, em que o método compreende administrar ao
sujeito uma composicao farmacéutica que compreende (a) uma célula T modificada
produzida de acordo com os métodos divulgados no presente documento; e (b) um
carreador farmaceuticamente aceitavel. Em alguns casos, a célula T modificada é
uma célula T alogénica. Em alguns casos, menos citocinas sao liberadas no sujeito
em comparacdo com um sujeito administrado com uma quantidade eficaz de uma
célula T de controle ndo modificada. Em alguns casos, menos citocinas séo
liberadas no sujeito em comparagdo com um sujeito administrado com uma
guantidade eficaz de uma célula T modificada que compreende o acido nucleico

recombinante divulgado no presente documento, ou o vetor divulgado no presente
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documento. Em alguns casos, o0 método compreende administrar a composicao
farmacéutica em combinacdo com um agente que aumenta a eficacia da
composicao farmacéutica. Em alguns casos, o0 método compreende administrar a
composicao farmacéutica em combinacdo com um agente que melhora um ou mais
efeitos colaterais associados a composicao farmacéutica. Em alguns casos, o
cancer € um cancer solido, um linfoma ou uma leucemia. Em alguns casos, o cancer
€ selecionado do grupo que consiste em carcinoma de célula renal, cancer de
mama, cancer de pulmao, cancer de ovario, cancer de préstata, cancer de coélon,
cancer cervical, cancer de cérebro, cancer de figado, cancer pancreatico, cancer
de rim e estdbmago.

[017] Sé&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, o
acido nucleico recombinante, o vetor, a célula T modificada, ou a composicéo
farmacéutica divulgada no presente documento, para uso como um medicamento
ou na preparacédo de um medicamento.

INCORPORACAO A TiTULO DE REFERENCIA

[018] Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente mencionados
neste relatorio descritivo sdo incorporados ao presente documento a titulo de
referéncia, até o0 mesmo ponto, como se cada publicacdo individual, patente ou
pedido de patente individual fosse especificamente e individualmente indicado
como incorporado a titulo de referéncia.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[019] A Figura 1 é um alinhamento de sequéncia entre TRBC1 e TRBC2,
os crRNAs selecionados séo representados por setas sobre a sequéncia TRBCL1.

[020] As Figuras 2A a B representam graficos exemplificativos que mostram
a expressao de superficie de CD3 (SK7) vs TCRap (IP26) em células editadas por
TRA (Figura 2A) e editadas por TRB (Figura 2B). As células Jurkat do tipo selvagem
foram editadas nos genes TRAC ou TRBC para romper a expressao de superficie
de TRA ou TRB. As células negativas para CD3 e TCRap foram purificadas com o

uso de Classificacdo Celular Ativada Magnética. As portas nos graficos foram
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desenhadas como delineando a populacao negativa-negativa de CD3 e TCRaf3 de
células e as porcentagens de células restantes em cada quadrante sdo mostradas
nos cantos.

[021] As Figuras 3A a 3E representam gréficos exemplificativos que
mostram a expressao de superficie de CD3 vs TCRap em células de tipo selvagem
vs células editadas (interrompidas por TRA/B) antes e apos a purificacdo. Células
T de doador 1 de tipo selvagem (Figura 3A) foram editadas nos genes TRAC (Figura
3B ou Figura 3D) ou TRBC (Figura 3C ou Figura 3E) para interromper a expressao
de superficie de TRA ou TRB. A Figura 3B e a Figura 3C mostram a situacao de
marcadores de superficie de CD3 vs TCRap diretamente apds a edicdo, enquanto
a Figura 3D e a Figura 3E mostram a situacdo destes marcadores de superficie
apos sua selecédo negativa com o uso de Classificacdo Celular Ativada Magnética
(MACS). As portas nos graficos foram desenhadas como delineando a populacao
negativa-negativa de CD3 e TCRaf de células e as porcentagens de células
restantes em cada quadrante s&o mostradas nos cantos.

[022] A Figura 4 representa gréaficos exemplificativos que medem a
alogenicidade de células T negativas de TCR observando-se suas taxas de
proliferacdo. As células T negativas de TCR foram permanentemente marcados
com corante CSFE que divide pela metade sua concentracédo com divisao celular.
Picos completamente cinzas ao longo do eixo geométrico X mostram o sinal de
CSFE em células nao identificadas como um controle negativo. As linhas cinzas
mostram a quantidade de CSFE em células apés 24 horas sem qualquer estimulo
enquanto as linhas pretas indicam as quantidades de CSFE apds 5 dias de
cocultura (com estimulo). O eixo geométrico Y indica a porcentagem de células. As
células T negativas de TRA sdo mostradas nos quatro graficos superiores,
enquanto as células T negativas de TRB sdo mostradas nos quatro graficos
inferiores. A reagéo alo indica que as células T de TRA KO doador 2 foram
misturadas com PBMCs de um Doador de um haplétipo diferente (Doador 1),

enguanto a reacdo auto indica que as células T e PBMCs do mesmo Doador foram
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cocultivadas. O controle positivo para estimulo independente de TCR foi indicado
no PMA e painéis de ionomicina.

[023] A Figura 5 representa estratégias exemplificativas para gerar células
T de TFP alogénica. Os numeros abaixo correspondem aos desenhos numerados
na Figura 5. (1) mostra TCRap enddgeno numa célula T que interage com MHCI
numa célula que apresenta antigeno e um antigeno. (2) mostra a coexpressao de
TRBC com TRAC fundida a um ligante de TFP, em células TRA-/- ou TRB-/-. (3)
mostra a coexpressao de TRBC de camundongo com TRAC de camundongo
fundida a um ligante de TFP, em células TRA-/- ou TRB-/-. (4) mostra a
coexpressao de TRBC murinizada com TRAC murinizada fundida a um ligante de
TFP, em células TRA-/- ou TRB-/-. (5) mostra um ligante de TFP carreado por uma
proteina de TRAC intensificada com forte afinidade por TCRB em células TRA-/-.
(6) mostra uma estratégia em que, a fim de intensificar a interacéo entre TRAC e
TRBC, os dominios constantes de IgG foram fundidos na extremidade C-terminal
de cada um dos dominios constantes de TCR. O ligante de TFP é fundido a
extremidade C-terminal de dominio constante de IgG em TRA-/- ou TRB-/- células.
(7) mostra uma estratégia em que as partes N-terminais de TRAC e TRBC foram
substituidas por suas partes homélogas em TCRy e TCR®Y, respectivamente. O
ligante de TFP é executado por TRAC e/ou TRBC em células TRA-/- ou TRB-/-.

[024] A Figura 6 representa um esquema exemplificativo que mostra a
estratégia de knock-in da sequéncia autoclivante T2A para possibilitar a geragéo
de células T de TFP alogénica.

[025] A Figura 7 representa graficos exemplificativos que mostram a
expressdo de superficie de TCRap e CD3¢ (humano) ou TCR de camundongo,
conforme determinado por um ensaio de Luc-Cyto conforme descrito no Exemplo
(1]

[026] A Figura 8 representa graficos exemplificativos que mostram a analise
de Luc-Cyto de células efetoras T cultivadas com células-alvo tumorais (células

Nalm 6 no painel superior, células K562 no painel inferior) em razdes de 3 para 1,
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1 para 1, ou 1 para 3. As células alvo (CD19 positivas) sdo mostradas no painel
esquerdo. Os eixos geométricos X representam a porcentagem de lise de célula de
tumor.

[027] As Figuras 9A a 9C representam gréficos exemplificativos que
mostram a expressao de superficie de CD3 vs TCRap em células do tipo selvagem
(Figura 9A), células TRB KO sem transducéo (Figura 9B), TRB KO células com
transducédo de TFPs de comprimento completo (FL) de TCRp (Figura 9C), As portas
nos graficos foram desenhadas para delinear populacdo negativa-negativa de CD3
e TCRapB de células e as porcentagens de células restantes em cada quadrante
s&o mostradas nos cantos.

[028] As Figuras 10A a 10B representam graficos exemplificativos que
mostram a expresséao de superficie de CD3 vs TCRap em células de knockout de
TRB transduzidas com um gene de TRBC humana (Figura 10A) e com um gene
TRAC-T2A-TRBC murino (Figura 10B). As portas nos gréficos foram desenhadas
como delineando a populagédo negativa-negativa de CD3 e TCRaf de células e as
porcentagens de células restantes em cada quadrante sdo mostradas nos cantos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[029] Sé&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
acidos nucleicos recombinantes que compreendem (a) uma sequéncia que codifica
uma proteina de fusédo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i)
uma subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cao de um
dominio extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatorio a partir de um dominio de
sinalizacao intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa, TCR beta,
TCR gama, ou TCR delta, e (i) um anticorpo humano ou humanizado que
compreende um dominio de ligacao ao antigeno; e (b) uma sequéncia que codifica
um dominio constante de TCR, em que o dominio constante de TCR é um dominio
constante de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio

constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta; em que a subunidade

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 25/168



18/149

de TCR e o anticorpo sao operacionalmente ligados, e em que a TFP incorpora
funcionalmente num complexo de TCR quando expressada numa célula T.

[030] Sao divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
acidos nucleicos recombinantes que compreendem (a) uma sequéncia que codifica
uma proteina de fusdo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i)
uma subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cdo de um
dominio extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatério a partir de um dominio de
sinalizacédo intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR
beta, e (ii) um ligante de ligagdo ou um fragmento do mesmo que é capaz de se
ligar a um anticorpo ou fragmento do mesmo; e (b) uma sequéncia que codifica um
dominio constante de TCR, em que o dominio constante de TCR é um dominio
constante de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio
constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta; em que a subunidade
de TCR e o ligante de ligagdo ou fragmento do mesmo s&o operacionalmente
ligados, e em que a TFP incorpora funcionalmente a um complexo de TCR quando
expressada numa célula T.

[031] Sé&o revelados no presente documento, em algumas modalidades, os
acidos nucleicos recombinantes que compreendem (a) uma sequéncia que codifica
uma proteina de fusdo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i)
uma subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cao de um
dominio extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatorio a partir de um dominio de
sinalizacao intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR
beta, e (i) um dominio de antigeno que compreende um ligante ou um fragmento
do mesmo que se liga a um receptor ou polipeptideo expresso numa superficie de
uma célula; e (b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de TCR, em
gue o dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR alfa, um dominio

constante de TCR beta ou um dominio constante de TCR alfa e um dominio
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constante de TCR beta; em que a subunidade de TCR e o dominio de antigeno séo
operacionalmente ligados, e em que o TFP se incorpora funcionalmente a um
complexo de TCR quando expresso numa célula T.

[032] Sao divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
vetores que compreendem o acido nucleico recombinante divulgado no presente
documento.

[033] Sé&o divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
células T modificadas que compreende o acido nucleico recombinante divulgado
no presente documento, ou os vetores divulgados no presente documento; em que
a célula T modificada compreende uma ruptura funcional de um TCR endégeno.

[034] Sé&o divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
células T modificadas que compreendem a sequéncia que codifica a TFP do acido
nucleico divulgado no presente documento ou uma TFP codificada pela sequéncia
do acido nucleico divulgado no presente documento, em que a célula T modificada
compreende uma ruptura funcional de um TCR enddgeno.

[035] Sao divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
células T alogénicas modificadas que compreendem a sequéncia que codifica a
TFP divulgada no presente documento ou uma TFP codificada pela sequéncia do
acido nucleico divulgado no presente documento.

[036] Sao divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
composicdes farmacéuticas que compreendem: (a) as células T modificadas da
divulgacéo; e (b) um carreador farmaceuticamente aceitavel.

[037] Sé&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
meétodos para produzir a célula T modificada da divulgacdo, em que o método
compreende (a) interromper um gene de TCR enddgeno que codifica uma cadeia
de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de TCR alfa e uma cadeia
de TCR beta; produzindo, assim, uma célula T que contém uma ruptura funcional
de um gene de TCR enddgeno; e (b) transduzir a célula T qgue contém uma ruptura

funcional de um gene de TCR enddgeno com o acido nucleico recombinante da
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divulgacao, ou os vetores divulgados no presente documento.

[038] Sao divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
métodos para produzir a célula T modificada da divulgacdo, o método que
compreende transduzir a célula T que contém uma ruptura funcional de um gene
de TCR endogeno com o acido nucleico recombinante divulgado no presente
documento, ou os vetores divulgados no presente documento.

[039] Sé&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
métodos para tratar cancer num sujeito que precisa do mesmo, em que o método
compreende administrar ao sujeito uma quantidade terapeuticamente eficaz das
composic¢des farmacéuticas divulgadas no presente documento.

[040] Sé&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
meétodos para tratar cancer num sujeito que precisa do mesmo, em que o método
compreende administrar ao sujeito uma composicéo farmacéutica que compreende
(a) uma célula T modificada produzida de acordo com os métodos divulgados no
presente documento; e (b) um carreador farmaceuticamente aceitavel.

Terminologia determinada

[041] A menos que definido de outro modo, todos os termos técnicos e
cientificos usados no presente documento tém o mesmo significado que o
comumente entendido por um individuo de habilidade comum na técnica a qual a
invengao pertence.

[042] Os termos “um” e “uma” se referem a um ou mais que um (isto €, a
pelo menos um) do objeto gramatical do artigo. A titulo de exemplo, “um elemento”
significa um elemento ou mais que um elemento.

[043] Conforme usado no presente documento, “cerca de” pode significar
mais ou menos doque 1oul, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 25,30, ou mais que 30 por cento, dependendo da situagéo e conhecido
ou passivel de conhecimento por um individuo versado na técnica.

[044] Conforme usado no presente documento, a especificacdo, “sujeito” ou

“sujeitos” ou “individuos” pode incluir, mas sem limitacdo, mamiferos, como seres
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humanos ou mamiferos ndo humanos, por exemplo, animais domesticados,
agricolas ou selvagens, assim como passaros, e animais aquaticos. “Pacientes”
sdo sujeitos que sofrem de ou tém risco de desenvolver uma doenca, distarbio ou
afeccd@o ou que necessitam de outro modo das composi¢des e métodos fornecidos
no presente documento.

[045] Conforme usado no presente documento, “tratar” ou “tratamento” se
refere a quaisquer indicios de sucesso no tratamento ou amenizacao da doenca ou
afeccdo. Tratamento pode incluir, por exemplo, reduzir, atrasar ou amenizar a
severidade de um ou mais sintomas da doenca ou afec¢ao, ou pode incluir reduzir
a frequéncia com a qual os sintomas de uma doenca, defeito, disturbio, ou afeccéo
adversa, e semelhantes, sdo experimentados por um paciente. Conforme usado no
presente documento, “tratar ou prevenir’” €, algumas vezes, usado no presente
documento para se referir a um método que resulta em algum nivel de tratamento
ou amenizacdo da doenca ou afeccdo, e contempla uma faixa de resultados
direcionados para este fim, incluindo, mas sem restricdo, a prevencao da afeccéo
inteira.

[046] Conforme usado no presente documento, “prevenir’ se refere a
prevencado da doenca ou afeccado, por exemplo, formacéo de tumor, no paciente.
Por exemplo, se um individuo com risco de desenvolver um tumor ou outra forma
de cancer for tratado com os métodos da presente divulgacdo e ndo desenvolve
posteriormente o tumor ou outra forma de céancer, entdo, a doenca foi impedida,
pelo menos por um periodo de tempo, neste individuo.

[047] Conforme usado no presente documento, a “quantidade
terapeuticamente eficaz” é a quantidade de uma composi¢do ou um componente
ativo do mesmo suficiente para fornecer um efeito benéfico ou para reduzir de outro
modo um evento ndo benéfico prejudicial ao individuo ao qual a composicéo é
administrada. Por “dose terapeuticamente eficaz”, no presente documento,
entende-se uma dose que produz um ou mais efeitos desejaveis ou desejados (por

exemplo, benéficos) para os quais é administrada, em que tal administracéo ocorre
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uma ou mais vezes por um dado periodo de tempo. A dose exata dependera do
propdsito do tratamento, e sera verificavel por um individuo versado na arte com o
uso de técnicas conhecidas (consultar, por exemplo Lieberman, Pharmaceutical
Dosage Forms (volumes 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of
Pharmaceutical Compounding (1999); e Pickar, Dosage Calculations (1999)).

[048] Conforme usado no presente documento, uma “proteina de fusédo de
receptor de célula T (TCR)” ou “TFP” inclui um polipeptideo recombinante derivado
dos varios polipeptideos que compreendem o TCR que tem geralmente capacidade
para i) se ligar a um antigeno de superficie em células alvo e ii) interagir com outros
componentes de polipeptideo do complexo de TCR intacto, tipicamente quando
colocalizados sobre ou na superficie de uma célula T.

[049] O termo “estimulo” se refere a uma resposta primaria induzida pela
ligacdo de um dominio estimulatorio ou molécula estimuladora (por exemplo, um
complexo de TCR/CD3) com seu ligando cognato assim mediando um evento de
transducédo de sinal, como, mas sem limitacdo, transduc&o de sinal por meio do
complexo de TCR/CD3. O estimulo pode mediar a expressao alterada de certas
moléculas, e/ou reorganizacdo de estruturas citoesqueléticas, e semelhantes.

[050] O termo “molécula estimuladora” ou “dominio estimulatorio” se refere
a uma molécula ou porcdo do mesmo expressada por uma célula T que fornece a
sequéncia de sinalizagdo citoplasmica priméaria (ou sequéncias de sinalizagédo
citoplasmica priméria) que regula a ativacdo priméaria do complexo de TCR de
maneira estimuladora para pelo menos algum aspecto da via de sinalizagédo de
célula T. Num aspecto, o sinal primario € iniciado, por exemplo, pela ligacdo de um
complexo TCR/CD3 com uma molécula de MHC carregada com peptideo, e o que
leva a mediacdo de uma resposta de célula T, incluindo, mas sem limitacao,
proliferacao, ativacao, diferenciagéo e semelhantes. Uma sequéncia de sinalizacao
citoplasmica primaria (também denominada como “dominio de sinalizacdo
primério”) que atua numa maneira de estimulatério pode conter um motivo de

sinalizacdo que € conhecido como motivo de ativacdo a base de tirosina de
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imunorreceptor ou “ITAM”. Os exemplos de um ITAM que contém sequéncia de
sinalizacdo citoplasmica priméaria que é destinado a uso particular na invengéo
inclui, mas sem limitacdo, aqueles derivados de TCR zeta, FCR gama, FcR beta,
CD3 gama, CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, CD278 (também
conhecidos como “ICOS”) e CD66d.

[051] O termo “célula que apresenta antigeno” ou “APC” se refere a uma
célula de sistema imune, como uma célula de acessorio (por exemplo, uma célula
B, uma célula dendritica, e semelhantes) que exibe um antigeno estranho
complexado com complexos de histocompatbilidade principais (MHCs) em sua
superficie. As células T podem reconhecer estes complexos com 0 uso de seus
receptores de célula T (TCRs). APCs processam antigenos e apresentam 0s
mesmos as células T.

[052] “As moléculas complexas de histocompatibilidade principal (MHC) séo
tipicamente ligadas por TCRs como parte do complexo peptideo:MHC. A molécula
de MHC pode ser uma molécula de MHC classe | ou Il. O complexo pode estar na
superficie de uma célula que apresenta antigeno, como uma célula dendritica ou
uma célula B, ou qualquer outra célula, incluindo células de cancer, ou pode ser
imobilizado por, por exemplo, revestir a uma microesfera ou placa.

[053] O sistema de antigeno de leucocito humano (HLA) € o nome do
complexo de gene que codifica o complexo de histocompatibilidade principal (MHC)
em seres humanos e incluir antigenos de HLA classe | (A, B & C) e antigenos de
HLA classe Il (DP, DQ, & DR). Os alelos A, B e C de HLA apresentam peptideos
derivados principalmente de proteinas intracelulares, por exemplo, proteinas
expressadas na célula.

[054] Durante o desenvolvimento de célula T in vivo, as células T séo
submetidas a uma etapa de selecdo positiva para garantir o reconhecimento de
auto MHCs ap6s uma etapa negativa para remover células T que se ligam muito
fortemente a MHC que apresenta autoantigenos. Como consequéncia, certas

células T e os TCRs que as mesmas expressam reconhecerdo apenas 0S
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peptideos apresentados por certos tipos de moléculas de MHC - isto é, aquelas
codificadas por alelos de HLA particulares. Isto é conhecido como restricdo de HLA.

[055] Um alelo de HLA de interesse é HLA-A*0201, o qual é expresso na
vasta maioria (>50%) da populagéo caucasiana. Consequentemente, TCRs que se
ligam aos peptideos WT1 apresentados por MHC codificada por HLA-A*0201 (isto
€, sao restringidas por HLA-A*0201) sdo vantajosos visto que uma imunoterapia
que faz uso de tais TCRs serdo adequados para tratar uma grande proporgcao da
populacao caucasiana.

[056] Outros alelos de HLA-A de interesse sdo HLA-A*0101, HLA-A*2402,
e HLA-A*0301.

[057] Os alelos de HLA-B amplamente expressados de interesse sao HLA-
B*3501, HLA-B*0702 e HLA-B*3502.

[058] Um “dominio de sinalizagéo intracelular”, conforme o termo € usado
no presente documento, se refere a uma porcéo intracelular de uma molécula. O
dominio de sinalizacao intracelular gera um sinal que promove uma funcao efetora
imunoldgica da célula que contém TFP, por exemplo, uma célula T-T modificada.
Exemplos de funcéo efetora imunoldgica, por exemplo, numa célula T-T modificada,
incluem atividade citolitica e atividade de célula auxiliar T, incluindo a secrec¢éo de
citocinas. Numa modalidade, o dominio de sinalizacdo intracelular pode
compreender um dominio de sinalizagdo intracelular primaria. Os dominios de
sinalizacdo intracelular primaria exemplificativos incluem aqueles derivados das
moléculas responsaveis pelo estimulo primério, ou simulacdo dependente de
antigeno. Numa modalidade, o dominio de sinalizacdo intracelular pode
compreender um dominio coestimulatério intracelular. Os dominios de sinalizacéo
intracelular coestimuladores incluem aqueles derivados de moléculas responsaveis
por sinais coestimuladores, ou estimulo independente de antigeno.

[059] Um dominio de sinalizag&o intracelular priméria pode compreender
um ITAM (“motivo de ativagdo a base de tirosina de imunorreceptor”). Os exemplos

de ITAM que contém sequéncias de sinalizagao citoplasmica primaria incluem, mas
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sem limitacéo, aquelas derivadas de CD3 zeta, FCR gama, FcR beta, CD3 gama,
CD3 delta, CD3 épsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79b, e CD66d DAP10 e DAP12.
[060] O termo “molécula coestimuladora” se refere ao parceiro de ligagdo
cognato numa célula T que se liga especificamente a um ligante coestimulatério,
assim mediando uma resposta coestimuladora pela célula T, como, mas sem
limitacdo, proliferacdo. As moléculas coestimuladoras sdo moléculas de superficie
celular diferentes de receptores de antigeno ou seus ligandos que sdo necessarios
para uma resposta imunoldgica eficaz. As moléculas coestimuladoras incluem, mas
sem limitacdo, uma molécula de MHC classe 1, BTLA e um receptor de ligando Toll,
assim como OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) e 4-
1BB (CD137). Um dominio coestimulatorio de sinalizacdo intracelular pode ser a
porcdo intracelular de uma molécula coestimuladora. Uma molécula
coestimuladora pode ser representada nas seguintes familias de proteina:
proteinas de receptor de TNF, proteinas de tipo imunoglobulina, receptores de
citocina, integrinas, moléculas de ativacdo linfocitica de sinalizagdo (proteinas
SLAM), e receptores de célula NK de ativagdo. Os exemplos de tais moléculas
incluem CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, GITR, CD30, CD40, ICOS, BAFFR,
HVEM, antigeno-1 associado a funcéo linfocitica (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT,
NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3, e um ligante que se liga especificamente
a CD83, e semelhantes. O dominio de sinalizacdo intracelular pode compreender a
por¢do intracelular inteira, ou 0 dominio de sinalizag&o intracelular nativo inteiro, da
molécula da qual é derivado, ou um fragmento funcional do mesmo. O termo “4-
1BB” se refere a um membro da superfamilia TNFR com uma sequéncia de
aminoacidos fornecida como n° de Acesso GenBank AAA62478.2, ou os residuos
equivalentes de uma espécie ndo humana, por exemplo, camundongo, roedor,
macaco, simio e semelhantes; e um “dominio coestimulatério 4-1BB” é definido
como residuos de aminoéacido 214 a 255 de n° de acesso GenBank AAA62478.2,
ou os residuos equivalentes de uma espécie ndo humana, por exemplo,

camundongo, roedor, macaco, simio e semelhantes.
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[061] O termo “anticorpo”, conforme usado no presente documento, se
refere a uma proteina, ou sequéncias de polipeptideo derivadas de uma molécula
de imunoglobulina, que se liga especificamente a um antigeno. Os anticorpos
podem ser imunoglobulinas intactas de origem policlonal ou monoclonal, ou
fragmentos dos mesmos e podem ser derivados de fontes naturais ou
recombinantes.

[062] Os termos “fragmento de anticorpo” se refere a pelo menos uma
por¢cdo de um anticorpo, ou variantes recombinantes da mesma, que contém o
dominio de ligacdo ao antigeno, isto €, uma regido varidvel de determinagéo
antigénica de um anticorpo intacto, que € suficiente para conferir reconhecimento e
ligacdo especifica do fragmento de anticorpo a um alvo, como um antigeno e seu
epitopo definido. Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem, mas sem
limitacdo, fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)z, e Fv, fragmentos de anticorpo (sc)Fv
(“scFv”) de cadeia Unica, anticorpos lineares, anticorpos de dominio Unico, como
sdAb (VL ou VH), dominios Vun de camelideos, e anticorpos multiespecificos
formados de fragmentos de anticorpo.

[063] O termo “scFv” se refere a uma proteina de fusdo que compreende
pelo menos um fragmento de anticorpo que compreende uma regido variavel de
uma cadeia leve e pelo menos um fragmento de anticorpo que compreende uma
regidao variavel de uma cadeia pesada, em que as regides varaveis de cadeia leve
e pesada sao ligadas de modo contiguo por meio de um ligante de polipeptideo
flexivel curto, e a capacidade para ser expressada como uma cadeia de
polipeptideo Unica, e em que a scFv retém a especificidade do anticorpo intacto do
qual é derivado.

[064] “Regido variavel de cadeia pesada” ou “Vu” em relagdo a um anticorpo
se refere ao fragmento da cadeia pesada que contém trés CDRs interpostas entre
estiramentos de flanqueamento conhecidas como regides de framework, estas
regides de framework s&o geralmente mais altamente conservadas do que as

CDRs e formam um arcabouco para suportar as CDRs. Um dominio “VuH” de
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camelideo é uma cadeia pesada que compreende um dominio de anticorpo variavel
anico.

[065] A menos que especificado, conforme usado no presente documento,
uma scFv pode ter as regifes variaveis VL e Vi em qualquer ordem, por exemplo,
em relacdo as extremidades N-terminais e C-terminais do polipeptideo, um scFv
pode compreender Vi-ligante-Vx ou pode compreender Vu-ligante-VLi.

[066] A porcao da composicdo de TFP da divulgacdo que compreende um
anticorpo ou fragmento de anticorpo do mesmo pode existir numa variedade de
formas em que o dominio de ligagdo ao antigeno é expresso como parte de uma
cadeia de polipeptideo contiguo incluindo, por exemplo, um fragmento de anticorpo
de dominio unico (sdAb), um anticorpo de cadeia uUnica (scFv) derivado de um
anticorpo murino, humanizado ou humano (Harlow et al., 1999, Em: Using
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y.;
Harlow et al., 1989, Em: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.Y;
Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al., 1988,
Science 242:423-426). Num aspecto, o dominio de ligagdo ao antigeno de uma
composicdo de TFP da divulgacdo compreende um fragmento de anticorpo. Num
aspecto adicional, a TFP compreende um fragmento de anticorpo que compreende
um scFv ou um sdAb.

[067] O termo “anticorpo recombinante” se refere a um anticorpo que é
gerado com o uso de tecnologia de DNA recombinante, como, por exemplo, um
anticorpo expresso por um bacteriéfago ou sistema de expressao de levedura. O
termo também deve ser interpretado como significando um anticorpo que foi gerado
pela sintese de uma molécula de DNA que codifica o anticorpo e cuja molécula de
DNA expressa uma proteina de anticorpo, ou uma sequéncia de aminoacidos que
especifica o anticorpo, em que o DNA ou a sequéncia de aminoacidos foi obtido
com o uso de DNA recombinante ou tecnologia de sequéncia de aminoacidos que
é disponivel e bem conhecida na técnica.

[068] O termo “antigeno” ou “Ag” se refere a uma molécula que tem
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capacidade para ser ligada especificamente por um anticorpo, ou provoca de outro
modo uma resposta imunoldgica. Esta resposta imunolégica pode envolver
producdo de anticorpo, ou a ativacdo de células imunologicamente competentes
especificas, ou ambas.

[069] O individuo versado na técnica entendera que qualquer
macromolécula, incluindo praticamente todas as proteinas ou peptideos, pode
servir como um antigeno. Adicionalmente, os antigenos podem ser derivados de
DNA recombinante ou gendmico. Um individuo versado na técnica entendera que
qualquer DNA, que compreende sequéncias de nucleotideo ou uma sequéncia de
nucleotideo parcial que codifica uma proteina que elicita uma resposta imunoldgica,
portanto, codifica um “antigeno” conforme o termo é usado no presente documento.
Adicionalmente, um individuo versado na técnica entendera que um antigeno nao
precisa ser codificado somente por uma sequéncia de nucleotideo de comprimento
completo de um gene. E prontamente evidente que a presente divulgagéo inclui,
mas sem limitacdo, o uso de sequéncias de nucleotideo parciais de mais que um
gene e que estas sequéncias de nucleotideo séo dispostas em varias combinacdes
para codificar polipeptideos que elicitam a resposta imunoldgica desejavel.
Ademais, um individuo versado na técnica entendera que um antigeno nao precisa
ser codificado por um “gene”. E prontamente evidente que um antigeno pode ser
gerado de modo sintético ou pode ser derivado de uma amostra bioldgica, ou pode
ser macromolécula além de um polipeptideo. Tal amostra biolégica pode incluir,
mas sem limitagdo, uma amostra de tecido, uma amostra de tumor, uma célula ou
um fluido com outros componentes bioldgicos.

[070] Conforme usado no presente documento, o termo “CD19” se refere
ao agrupamento de proteina de diferenciacdo 19, que é um determinante antigénico
detectavel em células precursoras de leucemia de célula B, outras células B
malignas e a maioria das células da linhagem de célula B normal.

[071] Conforme usado no presente documento, o termo “BCMA” se refere

ao antigeno de maturacdo de célula B também conhecido como membro 17 de
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superfamilia de receptor fator de necrose tumoral (TNFRSF17) e a proteina de
agrupamento de diferenciacdo 269 (CD269) é uma proteina que, em seres
humanos, € codificada pelo gene TNFRSF17. TNFRSF17 € um receptor de
superficie celular da superfamilia de receptor de TNF que reconhece o fator de
ativacado de célula B (BAFF) (consultar, por exemplo, Laabi et al., EMBO 11 (11):
3897-3904 (1992). Este receptor € expresso em linfécitos B maduros, e pode ser
importante para desenvolvimento de célula B e resposta autoimune.

[072] Conforme usado no presente documento, o termo “CD16” (também
conhecido como FcyRIIl) se refere a um agrupamento de molécula de diferenciacéo
encontrado na superficie de células natural killer, leucdcitos polimorfonucleares de
neutroéfilo, mondcitos e macrofagos. CD16 foi identificado como receptores de Fc
FcyRllla (CD16a) e FcyRlIllb (CD16b), que participam na transducéo de sinal. CD16
€ uma molécula da superfamilia de imunoglobulina (IgSF) envolvida em
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC).

[073] “NKG2D”, conforme usado no presente documento, se refere a uma
proteina transmembranar que pertence a familia CD94/NKG2 de receptores de tipo
lectina de tipo C. Em seres humanos, NKG2D é expressa por células NK, células T
yo e células T CD8+ a. NKG2D reconhece proteinas autoinduzidas de familias
MIC e RAET1/ULBP que aparecem na superficie células estressadas,
transformadas malignas e infectadas.

[074] Mesotelina (MSLN) se refere a um antigeno de diferenciagéo de tumor
que estd normalmente presente nas células mesoteliais que revestem a pleura,
peritdbnio e pericardio. A mesotelina é superexpressada em diversos tumores
humanos, incluindo mesotelioma e adenocarcinoma ovariano e pancreatico.

[075] O receptor transmembranar de tirosina-proteina quinase RORI1,
também conhecido como receptor relacionado 1 de tirosina quinase neurotrofica
(NTRKR1) é um membro da familia de receptor érfao de tipo tirosina quinase de
receptor (ROR). O mesmo tem uma funcdo na metastase de cancer.

[076] O termo “MUC16”, também conhecido como “mucina 16, associada a
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superficie celular” ou “marcador de tumor relacionado a cancer de ovario CA125” é
uma mucina conectada a membrana que contém um dominio extracelular em seu
terminal amino, um dominio de repeticdo em tandem grande, e um dominio
transmembranar com um dominio citoplasmico curto. Os produtos deste gene
foram usados como um marcador para canceres diferentes, com niveis de
expressdo mais altos associados a resultados mais insatisfatorios.

[077] O termo “CD22”, também conhecido como lectina 2 do tipo Ig de
ligacdo de &acido sialico, SIGLEC-2, antigeno de superficie celular T leu-14, e
receptor de célula B CD22, é uma proteina que media intera¢des célula B/célula B,
e é considerado como envolvido na localizagéo de células B em tecidos linfoides, e
€ associado a doencas, incluindo cancer hematologico refratario e leucemia de
célula pilosa. Um anticorpo monoclonal anti-CD22 completamente humano
(“M971") adequado para uso com os métodos divulgados no presente documento
é descrito, por exemplo, em Xiao et al., MAbs. Maio a Junho de 2009; 1(3): 297—
303.

[078] Os genes “CD79a” e “CD79B” codificam proteinas que compdem o
receptor de antigeno de linfocito B, um complexo multimérico que inclui o
componente especifico de antigeno, imunoglobulina de superficie (Ig). A Ig de
superficie se associa ndo de modo covalente com duas outras proteinas, lg-alfa e
Ig-beta (codificadas por CD79a e seu paralogo CD79pB, respectivamente) os quais
sdo necessarios para expressao e funcdo do receptor de antigeno de célula B. A
ruptura funcional deste complexo pode levar a, por exemplo, leucemias linfociticas
cronicas de célula B humana.

[079] O fator de ativacdo de célula B, ou “BAFF” é uma citocina que
pertence a familia de ligante de fator de necrose tumoral (TNF). Esta citocina € um
ligante para receptores TNFRSF13B/TACI, TNFRSF17/BCMA, e
TNFRSF13C/BAFF-R. Esta citocina é expressa em células de linhagem de célula
B, e atua como um ativador de célula B potente. A mesma também demonstrou ter

uma funcéo importante na proliferacéo e diferenciacédo de células B.
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[080] O termo “efeito antitumoral” se refere a um efeito bioldgico que pode
ser manifestado por varios meios, incluindo, mas sem limitacéo, por exemplo, uma
diminuicdo em volume de tumor, uma diminui¢do no numero de células tumorais,
uma diminuicdo no numero de metastases, um aumento em expectativa de vida,
diminuicdo em proliferacdo de célula de tumor, diminuicdo em sobrevivéncia de
célula de tumor, ou amenizacdo de varios sintomas fisiolégicos associados a
afeccdo cancerosa. Um “efeito antitumoral’” também pode ser manifestado pela
capacidade dos peptideos, polinucleotideos, células e anticorpos da presente
divulgacao na prevencédo da ocorréncia de tumor no primeiro local.

[081] O termo “autélogo” se refere a qualquer material derivado do mesmo
individuo ao qual é posteriormente reintroduzido no individuo.

[082] O termo “alogeneico” ou, alternativamente, “alogénico”, se refere a
qualquer material derivado de um animal diferente da mesma espécie ou paciente
diferente como o individuo ao qual o material é introduzido. Dois ou mais individuos
sao ditos como alogénicos entre si qguando 0os genes num ou mais loci ndo sao
idénticos. Em alguns aspectos, o material alogénico de individuos da mesma
espécie podem ser suficientemente improvaveis de modo genético de interagir de
modo antigénico.

[083] O termo “xenogénico” se refere a um enxerto derivado de um animal
de uma espécie diferente.

[084] O termo “cancer” se refere a uma doenca caracterizada pelo
crescimento rapido e ndo controlado de células aberrantes. As células de cancer
podem ser espalhar localmente ou através do fluxo sanguineo e sistema linfatico
para outras partes do corpo. Os exemplos de varios canceres sao descritos no
presente documento e incluem, mas sem limitacdo, cancer de mama, cancer de
préstata, cancer de ovario, cancer cervical, cancer de pele, cancer pancreatico,
cancer colorretal, cancer renal, cancer de figado, cancer de cérebro, linfoma,
leucemia, cancer de pulmé&o e semelhantes.

[085] O termo “codificar” se refere a propriedade inerente de sequéncias
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especificas de nucleotideos num polinucleotideo, como um gene, um cDNA, ou um
MRNA, para servir como modelos para sintese de outros polimeros e
macromoléculas em processos biolégicos que tém uma sequéncia definida de
nucleotideos (por exemplo, rRNA, tRNA e mRNA) ou uma sequéncia definida de
aminoacidos e as propriedades biologicas resultantes das mesmas. Deste modo,
um gene, cDNA, ou RNA, codifica uma proteina se a transcricdo e a traducéo de
MRNA correspondente aquele gene produz a proteina numa célula ou outro
sistema biolégico. Tanto o filamento de codificagdo, uma sequéncia de nucleotideo
gue € idéntica a sequéncia de mRNA e é usualmente fornecida em listagens de
sequéncia, quanto o filamento de ndo codificagdo, usado como o modelo para a
transcricdo de um gene ou cDNA, podem ser denominados como codificando a
proteina ou outro produto deste gene ou cDNA.

[086] A menos que especificado de outro modo, uma “sequéncia de
nucleotideo que codifica uma sequéncia de aminodcidos” inclui todas as
sequéncias de nucleotideo que sao versfes degeneradas uma da outra e que
codificam a mesma sequéncia de aminoacidos. A expressdao sequéncia de
nucleotideo que codifica uma proteina ou um RNA também pode incluir introns ao
ponto que a sequéncia de nucleotideo que codifica a proteina pode, na mesma
versao, conter um ou mais introns.

[087] O termo “guantidade eficaz” ou “quantidade terapeuticamente eficaz”
sdo usadas de modo intercambiavel no presente documento, e se referem a uma
quantidade de um composto, formulagdo, material, ou composi¢cédo, conforme
descrito no presente documento, eficaz para alcancar um resultado biolégico ou
terapéutico particular.

[088] O termo “enddgeno” se refere a qualquer material de ou produzido
dentro de um organismo, célula, tecido ou sistema.

[089] O termo “exdgeno” se refere a qualquer material introduzido de ou
produzido fora de um organismo, célula, tecido ou sistema.

[090] O termo “expressao” se refere a transcricdo e/ou traducdo de uma
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sequéncia de nucleotideo particular acionada por um promotor.

[091] O termo “ruptura funcional” se refere a uma mudanca fisica ou
bioguimica a um &cido nucleico (por exemplo, gene, transcricdo de RNA, de
proteina assim codificada) especifico (por exemplo, alvo) que impede sua
expressdo e/ou comportamento normal na célula. Numa modalidade, uma ruptura
funcional se refere a uma modificacdo do gene por meio de um método de edicao
de gene. Numa modalidade, uma ruptura funcional impede a expressao de um gene
alvo (por exemplo, um gene enddgeno).

[092] O termo “vetor de transferéncia” se refere a uma composi¢cdo de
matéria que compreende um acido nucleico isolado e que pode ser usada para
administrar o acido nucleico isolado ao interior de uma célula. Varios vetores séo
conhecidos na técnica incluindo, mas sem limitacdo, polinucleotideos lineares,
polinucleotideos associados a compostos idnicos ou anfifilicos, plasmideos e virus.
Deste modo, o termo “vetor de transferéncia” inclui um plasmideo autonomamente
replicante ou um virus. O termo também pode ser interpretado como incluindo
adicionalmente compostos ndo plasmideos e nao virais que faciltam a
transferéncia de acido nucleico as células, como, por exemplo, um composto de
polilisina, lipossomo, e semelhantes. Os exemplos de vetores de transferéncia viral
incluem, mas sem limitacdo, vetores adenovirais, vetores virais adenoassociados,
vetores retrovirais, vetores lentivirais, e semelhantes.

[093] O termo “vetor de expressdo” se refere a um vetor que compreende
um polinucleotideo recombinante que compreende sequéncias de controle de
expressdo operacionalmente ligadas a uma sequéncia de nucleotideo a ser
expressa. Um vetor de expressao compreende elementos de atuacgéo cis suficiente
para a expressao; outros elementos para expressdo podem ser fornecidos pela
célula hospedeira ou num sistema de expresséo in vitro. Os vetores de expressao
incluem todos aqueles conhecidos na técnica, incluindo cosmideos, plasmideos
(por exemplo, nus ou contidos em lipossomos) e virus (por exemplo, lentivirus,

retrovirus, adenovirus, e virus adenoassociados) que incorporam o polinucleotideo

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 41/168



34/149

recombinante.

[094] O termo “lentivirus” se refere a um género da familia Retroviridae. Os
lentivirus sé@o Unicos entre os retrovirus por poderem infectar células nao divisiveis;
as mesmas podem fornecer uma quantidade significante de informagdes genéticas
ao DNA da célula hospedeira, de modo que sejam um dos métodos mais eficazes
de um vetor de administracdo de gene. HIV, SIV, e FIV sdo todos exemplos de
lentivirus.

[095] O termo “vetor lentiviral” se refere a um vetor derivado de pelo menos
uma por¢ao de um genoma de lentivirus, incluindo especialmente um vetor lentiviral
autodesativante, conforme fornecido em Milone et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-1464
(2009). Outros exemplos de vetores de lentivirus que podem ser usados na clinica
incluem, mas sem limitacdo, por exemplo, a tecnologia de administracéo de gene
LENTIVECTOR™ de Oxford BioMedica, o sistema de vetor LENTIMAX™ vetor de
Lentigen, e semelhantes. Os tipos nao clinicos de vetores lentivirais também estao
disponiveis e seriam conhecidos por um individuo versado na técnica.

[096] O termo “homdlogo” ou “identidade” se refere a identidade de
sequéncia de subunidade entre duas moléculas poliméricas, por exemplo, entre
duas moléculas de &acido nucleico, como, duas moléculas de DNA ou duas
moléculas de RNA, ou entre duas moléculas de polipeptideo. Quando uma posicao
de subunidade em ambas as duas moléculas é ocupada pela mesma subunidade
monomérica; por exemplo, se uma posicdo em cada uma de duas moléculas de
DNA é ocupada por adenina, entdo, as mesmas sao homoélogas ou idénticas nesta
posicdo. A homologia entre duas sequéncias € uma funcdo direta do numero de
posi¢cdes correspondentes ou homologas; por exemplo, se metade (por exemplo,
cinco posi¢des num polimero, dez subunidades em comprimento) das posi¢cées em
duas sequéncias sdo homologas, as duas sequéncias sao 50% homologas; se 90%
das posi¢cdes (por exemplo, 9 de 10), sdo correspondidas ou homdélogas, as duas
sequéncias sdo 90% homologas.

[097] As formas “humanizadas” de anticorpos ndo humanos (por exemplo,
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murinos) sao imunoglobulinas quiméricas, cadeias de imunoglobulina ou
fragmentos dos mesmos (como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 ou outras subsequéncias de
ligacdo ao antigeno de anticorpos) que contém sequéncia minima derivada de
imunoglobulina ndo humana. Para a maior parte, os anticorpos humanizados e
fragmentos de anticorpo dos mesmos sao imunoglobulinas humanas (anticorpo
receptor ou fragmento de anticorpo) em que os residuos de uma regido
determinante de complementaridade (CDR) do recipiente sado substituidos por
residuos de uma CDR de uma espécie ndo humana (anticorpo doador), como
camundongo, rato ou coelho que tém especificidade, afinidade e capacidade
desejaveis. Em alguns casos, residuos de regido de framework Fv (FR) da
imunoglobulina humana sdo substituidos por residuos ndo humanos
correspondentes. Adicionalmente, um anticorpo/fragmento de anticorpo
humanizado pode compreender residuos que ndo sédo encontrados no anticorpo de
recipiente nem nas sequéncias de framework ou CDR importada. Estas
modificacdes podem refinar adicionalmente e otimizar o desempenho de anticorpo
ou fragmento de anticorpo. Em geral, o anticorpo ou fragmento de anticorpo
humanizado do mesmo compreendera substancialmente todos dentre pelo menos
um, e tipicamente dois, dominios variaveis, em que todas ou substancialmente
todas as regides de CDR correspondem aquelas de uma imunoglobulina néo
humana e todas ou uma porgéo significante das regides FR s&o aquelas de uma
sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo ou fragmento de anticorpo
humanizado também pode compreender pelo menos uma por¢do de uma regiao
constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma imunoglobulina
humana. Para detalhes adicionais, consultar Jones et al., Nature, 321: 522-525,
1986; Reichmann et al., Nature, 332: 323-329, 1988; Presta, Curr. Op. Struct. Biol.,
2: 593-596, 1992.

[098] “Humano” ou “completamente humano” se refere a uma
imunoglobulina, como um anticorpo ou fragmento de anticorpo, em que a molécula

inteira € de origem humana ou consiste numa sequéncia de aminoacidos idéntica
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a uma forma humana do anticorpo ou imunoglobulina.

[099] O termo “isolado” significa alterado ou removido do estado natural.
Por exemplo, um acido nucleico ou um peptideo naturalmente presente num animal
Vivo ndo esta “isolado”, mas o0 mesmo acido nucleico ou peptideo parcialmente ou
completamente separado dos materiais coexistentes de seu estado natural &
“isolado”. Um acido nucleico isolado ou proteina podem existir em forma
substancialmente purificada, ou podem existir num ambiente ndo nativo como, por
exemplo, uma célula hospedeira.

[0100] No contexto da presente divulgacdo, as seguintes abreviagdes para
as bases de acido nucleico de ocorréncia comum sdo usadas. “A” se refere a
adenosina, “C” se refere a citosina, “G” se refere a guanosina, “T” se refere a
timidina, e “U” se refere a uridina.

[0101] O termo “modificacbes de sequéncia conservativas” se refere as
modificacdes de aminodcido que ndo afetam ou alteram significativamente as
caracteristicas de ligacdo do anticorpo ou fragmento de anticorpo que contém a
sequéncia de aminoacidos. Tais modificagcdes conservativas incluem substituic6es
de aminoacido, adicOes e delecdes. As modificacdes podem ser introduzidas num
anticorpo ou fragmento de anticorpo da presente divulgacédo por técnicas padréo
conhecidas na arte, como mutagénese sitio dirigida e mutagénese mediada por
PCR. As substituicdbes de aminoacido conservativas sdo as quais o residuo de
aminodcido é substituido por um residuo de aminoacido que tem uma cadeia lateral
similar. As familias de residuos de aminoacido que tém cadeias laterais similares
foram definidas na técnica. Estas familias incluem aminoacidos com cadeias
laterais basicas (por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias laterais acidas (por
exemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadeias laterais polares nédo carregadas
(por exemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina,
triptofano), cadeias laterais ndo polares (por exemplo, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadeias laterais beta-ramificadas (por

exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias laterais aromaticas (por exemplo,
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tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Deste modo, um ou mais residuos de
aminoacido numa TFP da presente divulgacdo podem ser substituidos por outros
residuos de aminoacido da mesma familia de cadeia lateral e a TFP alterada pode
ser testada com o uso dos ensaios funcionais descritos no presente documento.

[0102] O termo “ligado de modo operacional” ou “controle de transcricao” se
refere a ligacdo funcional entre uma sequéncia reguladora e uma sequéncia
heterd6loga de acido nucleico que resulta na expressao da ultima. Por exemplo, uma
primeira sequéncia de acidos nucleicos é ligada de modo operacional com uma
segunda sequéncia de acidos nucleicos quando a primeira sequéncia de acidos
nucleicos é colocada numa relacao funcional com a segunda sequéncia de acidos
nucleicos. Por exemplo, um promotor é ligado de modo operacional a uma
sequéncia de codificacdo se o promotor afeta a transcricdo ou expressao da
sequéncia de codificacdo. As sequéncias de DNA ligadas de modo operacional
podem ser contiguas entre si e, por exemplo, quando necessario unir duas regides
de codificagdo de proteina, estdo no mesmo quadro de leitura.

[0103] O termo administracdo “parenteral” de uma composi¢cao imunogénica
inclui, por exemplo, técnicas subcutaneas (s.c.), intravenosas (i.v.), intramusculares
(i.m.), ou intraesternais, intratumorais ou de infusao.

[0104] O termo “acido nucleico” ou “polinucleotideo” se refere a acidos
desoxirribonucleicos (DNA) ou acidos ribonucleicos (RNA) e polimeros dos
mesmos em forma de fita nica ou dupla. A menos que especificamente limitado, o
termo abrange acidos nucleicos que contém analogos conhecidos de nucleotideos
naturais que tém propriedades de ligacdo similares como o acido nucleico de
referéncia e sdo metabolizados de maneira similar a nucleotideos de ocorréncia
natural. A menos que indicado de outro modo, uma sequéncia de acidos nucleicos
particular também abrange implicitamente variantes modificadas de modo
conservativo da mesma (por exemplo, substituicdes de codon degeneradas),
alelos, ortélogos, SNPs, e sequéncias complementares assim como a sequéncia

explicitamente indicada. Especificamente, substituicdes de cddon degeneradas
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podem ser alcancadas gerando-se sequéncias em que a terceira posicéo de um ou
mais codons selecionados (ou todos) é substituida por base misturada e/ou
residuos de deoxi-inosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka
et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); e Rossolini et al., Mol. Cell. Probes
8:91-98 (1994)).

[0105] Os termos “peptideo,” “polipeptideo” e “proteina” sdo usados de modo
intercambiavel, e se referem a um composto compreendido de residuos de
aminoacido de modo covalente ligados por ligacbes de peptideo. Uma proteina ou
peptideo deve conter pelo menos dois aminoacidos, e nenhuma limitacdo €&
colocada no numero maximo de aminoacidos que pode compreender uma
sequéncia da proteina ou do peptideo. Os polipeptideos incluem qualquer peptideo
ou proteina que compreendem dois ou mais aminoacidos unidos um ao outro por
ligacOes de peptideo. Conforme usado no presente documento, o termo se refere
a ambas as cadeias curtas, as quais também sdo comumente denominadas na
técnica como peptideos, oligopeptideos e oligbmeros, por exemplo, e a cadeias
mais longas, as quais sdo geralmente denominadas na técnica como proteinas, das
quais existem muitos tipos. “Polipeptideos” incluem, por exemplo, fragmentos
biologicamente ativos, polipeptideos substancialmente homadlogos, oligopeptideos,
homodimeros, heterodimeros, variantes de polipeptideos, polipeptideos
modificados, derivados, analogos, proteinas de fusdo, entre outros. Um
polipeptideo inclui um peptideo natural, um peptideo recombinante, ou uma
combinagdo dos mesmos.

[0106] O termo “promotor” se refere a uma sequéncia de DNA reconhecida
pela maquinaria de transcricdo da célula, ou maquinaria sintética introduzida,
necessaria para iniciar a transcricdo especifica de uma sequéncia de
polinucleotideo.

[0107] O termo “sequéncia promotora/reguladora” se refere a uma sequéncia
de acidos nucleicos que € necessaria para a expressao de um produto de gene

ligado de modo operacional a sequéncia promotora/reguladora. Em alguns casos,
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esta sequéncia pode ser a sequéncia promotora de nucleo e, em outros casos, esta
sequéncia também pode incluir uma sequéncia intensificadora e outros elementos
reguladores que sdo necessarios para a expressao do produto de gene. A
sequéncia promotora/reguladora pode, por exemplo, ser uma que expressa o
produto de gene de maneira especifica de tecido.

[0108] O termo promotor “constitutivo” se refere a uma sequéncia de
nucleotideo que, quando ligada de modo operacional com um polinucleotideo que
codifica ou especifica um produto de gene, faz com que o produto de gene seja
produzido numa célula sob a maioria ou todas as condic¢des fisiologicas da célula.

[0109] O termo promotor “induzivel” se refere a uma sequéncia de
nucleotideo que, quando ligada de modo operacional com um polinucleotideo que
codifica ou especifica um produto de gene, faz com que o produto de gene seja
produzido numa célula substancialmente apenas quando um indutor que
corresponde ao promotor esta presente na célula.

[0110] O termo promotor “especifico de tecido” se refere a uma sequéncia de
nucleotideo que, quando ligada de modo operacional a um polinucleotideo
codificado ou especificado por um gene, faz com que o produto de gene seja
produzido numa célula substancialmente apenas se a célula € uma célula do tipo
de tecido correspondente ao promotor.

[0111] Os termos “ligante” e “ligante de polipeptideo flexivel” conforme usado
no contexto de um scFv se refere a um ligante de peptideo que consiste em
aminoacidos, como residuos de glicina e/ou serina usados sozinhos ou em
combinacdo, para ligar regides de cadeia leve variavel e pesada variavel entre si.
Numa modalidade, o ligante de polipeptideo flexivel € um ligante de Gly/Ser e
compreende a sequéncia de aminoacidos (Gly-Gly-Gly-Ser),, em que n é um
namero inteiro positivo igual a ou maior do que 1. Por exemplo, n=1, n=2, n=3, n=4,
n=5, n=6, n=7, n=8, n=9 e n=10. Numa modalidade, os ligantes de polipeptideo
flexiveis incluem, mas sem limitacdo, (GlysSer)a ou (GlysSer)s. Em outra

modalidade, os ligantes incluem multiplas repeticdes de (Gly2Ser), (GlySer) ou
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(GlysSer). Também séo incluidos no escopo da presente divulgagdo os ligantes
descritos no documento n° W02012/138475 (incorporado ao presente documento
a titulo de referéncia). Em alguns casos, a sequéncia ligante compreende uma
sequéncia ligante longa (LL). Em alguns casos, a sequéncia ligante longa
compreende (GaS)n, em que n=2 a 4. Em alguns casos, a sequéncia ligante
compreende uma sequéncia ligante curta (SL). Em alguns casos, a sequéncia
ligante curta compreende (G4S)n, em que n=1 a 3.

[0112] Conforme usado no presente documento, um cap 5 (também
denominado um cap de RNA, um cap de 7-metilguanosina de RNA ou um cap de
m7G de RNA) é um nucleotideo de guanina modificado que foi adicionado a “frente”
ou extremidade 5 de um RNA mensageiro eucariotico logo apdés o inicio de
transcricdo. O cap 5 consiste num grupo terminal que € ligado ao primeiro
nucleotideo transcrito. Sua presenca € critica para 0 reconhecimento pelo
ribossomo e protecdo de RNases. A adicdo de cap é acoplada a transcricdo, e
ocorre de modo cotranscricional, de modo que um influencia o outro. Logo apés o
comeco da transcricdo, a extremidade 5 do mRNA sintetizada é ligada por um
complexo de sintetizacdo de cap associado a RNA polimerase. Este complexo
enzimatico catalisa as reacfes quimicas que sao necessarias para capeamento de
MRNA. A sintese avanca como uma reacdo bioquimica de mdultiplas etapas. A
por¢cdo quimica de capeamento pode ser modificada para modular a funcionalidade
de mRNA, como sua estabilidade ou eficicia de traducao.

[0113] Conforme usado no presente documento, “RNA transcrito in vitro” se
refere a RNA, preferencialmente mRNA, que foi sintetizado in vitro. Em geral, um
RNA transcrito in vitro € gerado de um vetor de transcri¢cdo in vitro. O vetor de
transcricdo in vitro compreende um modelo que é usado para gerar o RNA de
transcrigao in vitro.

[0114] Conforme usado no presente documento, um “poli(A)” € uma série de

adenosinas ligadas por poliadenilagcdo ao mMRNA. Na modalidade preferencial de

um construto para expressao transiente, o poliA esta entre 50 e 5000,
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preferencialmente maior do que 64, mais preferencialmente maior do que 100, com
maxima preferéncia maior do que 300 ou 400. As sequéncias de poli(A) podem ser
modificadas quimicamente ou enzimaticamente para modular a funcionalidade de
MRNA, como localiza¢&o, estabilidade ou eficacia de traducéo.

[0115] Conforme usado no presente documento, “poliadenilacéo” se refere a
ligacdo covalente de uma porcdo quimica de poliadenilila, ou sua variante
modificada, a uma molécula de RNA mensageiro. Em organismos eucarioticos, a
maioria das moléculas de RNA mensageiro (MRNA) sdo poliadeniladas na
extremidade 3'. A cauda poli(A) 3' € uma sequéncia longa de nucleotideos de
adenina (frequentemente varias centenas) adicionada ao pré-mRNA através da
acado de uma enzima, poliadenilato polimerase. Em eucariotas superiores, a cauda
poli(A) € adicionada em transcricbes que contém uma sequéncia especifica, o sinal
de poliadenilacdo. A cauda poli(A) e a proteina ligada ao mesmo auxilia no mRNA
de protecdo da degradacdo por exonucleases. A poliadenilacdo também é
importante para terminacdo de transcricdo, exportacdo do mRNA do nucleo, e
traducéo. A poliadenilagdo ocorre no nucleo imediatamente apds a transcricao de
DNA em RNA, mas também pode adicionalmente ocorrer posteriormente no
citoplasma. Apos a transcricdo ter sido terminada, a cadeia de mRNA é clivada
através da acao de um complexo de endonuclease associado a RNA polimerase.
O sitio de clivagem € usualmente caracterizado pela presenca da sequéncia-base
AAUAAA préxima do sitio de clivagem. Apos o mRNA ter sido clivado, os residuos
de adenosina sé@o adicionados a extremidade 3’ livre no sitio de clivagem.

[0116] Conforme usado no presente documento, “transiente” se refere a
expressdo de um transgene nao integrado por um periodo de horas, dias ou
semanas, em que o periodo de tempo de expressdo € menor que o periodo de
tempo para a expressao do gene se integrado ao genoma ou contido num replicon
de plasmideo estavel na célula hospedeira.

[0117] O termo “via de transducdo de sinal” se refere a relacado bioquimica

entre uma variedade de moléculas de transducao de sinal que tem uma funcao na
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transmissdo de um sinal de uma porcdo de uma célula a outra porcdo de uma
célula. A expressao “receptor de superficie celular” inclui moléculas e complexos
de moléculas com capacidade para receber um sinal e transmitir o sinal através da
membrana de uma célula.

[0118] O termo “sujeito” € destinado a incluir organismos vivos nos quais uma
resposta imunoldgica pode ser elicitada (por exemplo, mamiferos, seres humanos).

[0119] O termo, uma célula “substancialmente purificada” se refere a uma
célula que ¢é essencialmente livre de outros tipos de célula. Uma célula
substancialmente purificada também se refere a uma célula que foi separada de
outros tipos de célula com os quais é normalmente associada em seu estado de
ocorréncia natural. Em alguns casos, uma populacéo de células substancialmente
purificadas se refere a uma populacdo homogénea de células. Em outros casos,
este termo se refere simplesmente a célula que foi separada das células com as
guais sao naturalmente associadas em seu estado natural. Em alguns aspectos, as
células sao cultivadas in vitro. Em outros aspectos, as células ndo sao cultivadas in
vitro.

[0120] O termo “terapéutico”, conforme usado no presente documento,
significa um tratamento. Um efeito terapéutico é obtido por reducéo, supressao,
remissao ou erradicacdo de um estado de doenca.

[0121] O termo “profilaxia”, conforme usado no presente documento, significa
a prevencao de ou tratamento protetor para uma doenca ou estado de doenca.

[0122] No contexto da presente divulgacao, “antigeno de tumor” ou “antigeno
de distarbio hiperproliferativo” ou “antigeno associado a um distUrbio
hiperproliferativo” se refere a antigenos que sdo comuns para disturbios
hiperproliferativos especificos. Em certos aspectos, os antigenos de disturbio
hiperproliferativos da presente divulgacdo séo derivados de céanceres incluindo,
mas sem limitagdo, melanoma primario ou metastatico, timoma, linfoma, sarcoma,
cancer de pulméo, cancer de figado, NHL, leucemias, cancer uterino, cancer

cervical, cancer de bexiga, cancer de rim e adenocarcinomas, como cancer de
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mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer pancreatico e semelhantes.

[0123] O termo “transfectado” ou “transformado” ou “transduzido” se refere a
um processo pelo qual o acido nucleico exdgeno é transferido ou introduzido na
célula hospedeira. Uma célula “transfectada” ou “transformada” ou “transduzida” é
uma que foi transfectada, transformada ou transduzida com &cido nucleico
exdgeno. A célula inclui a célula de sujeito primario e sua progénie.

[0124] O termo “se liga especificamente” se refere a um anticorpo, um
fragmento de anticorpo ou um ligante especifico, que reconhece e liga um parceiro
de ligacdo cognato (por exemplo, CD19) presente huma amostra, mas que néo
necessariamente e substancialmente reconhece ou liga outras moléculas na
amostra.

[0125] Conforme usado no presente documento, o termo "meganuclease” se
refere a uma endonuclease que liga DNA de fita dupla numa sequéncia de
reconhecimento que € maior do que 12 pares de bases. Preferencialmente, a
sequéncia de reconhecimento para uma meganuclease da presente divulgacao tem
22 pares de bases. Uma meganuclease pode ser uma endonuclease que é
derivada de I-Crel e pode se referir a uma variante manipulada de I-Crel que foi
modificada em relacéo a I-Crel natural em relacao a, por exemplo, especificidade
de ligacdo de DNA, atividade de clivagem de DNA, afinidade de ligacdo de DNA ou
propriedades de dimeriza¢do. Os métodos para produzir tais variantes modificadas
de I-Crel sdo conhecidos na técnica (por exemplo, documento n°® WO
2007/047859). Uma meganuclease conforme usado no presente documento se liga
ao DNA de fita dupla como um heterodimero ou como uma "meganuclease de
cadeia Unica" em que um par de dominios de ligacdo de DNA € unido a um
polipeptideo Unico com o uso de um ligante de peptideo. O termo "endonuclease
de migracdo" é sinbnimo com o termo "meganuclease”. Meganucleases da
presente divulgacdo sdo substancialmente ndo toxicas quando expressadas em
células, particularmente em células T humanas, de modo que células possam ser

transfectadas e mantidas a 37°C sem observar efeitos prejudiciais em viabilidade
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de célula ou reducdes significativas em atividade de clivagem de meganuclease
guando medida com o uso dos métodos descritos no presente documento.

[0126] Conforme usado no presente documento, o termo "meganuclease de
cadeia Unica" se refere a um polipeptideo que compreende um par de subunidades
de nuclease unidas por um ligante. Uma meganuclease de cadeia Unica tem a
organizacdo: subunidade N-terminal - Ligante - subunidade C-terminal. As duas
subunidades de meganuclease serdo geralmente néo idénticas em sequéncia de
aminoacidos e reconhecerao as sequéncias de DNA né&o idénticas. Deste modo, as
meganucleases de cadeia Unica clivam tipicamente as sequéncias de
reconhecimento pseudopalinddomicas ou nao palindrébmicas. Uma meganuclease
de cadeia uUnica pode ser denominada “heterodimero de cadeia Unica" ou
"meganuclease heterodimérica de cadeia Unica” embora ndo seja, de fato,
dimérica. Para clareza, a menos que especificado de outro modo, o termo
"meganuclease” pode se referir a uma meganuclease dimérica ou de cadeia Unica.

[0127] Conforme usado no presente documento, o termo "TALEN" se refere
a uma endonuclease que compreende um dominio de ligacdo de DNA que
compreende 16 a 22 repeticdes de dominio de TAL dominio fundidas a qualquer
porcado do dominio de Fokl nuclease.

[0128] Conforme usado no presente documento, o termo "TALEN compacto”
se refere a uma endonuclease que compreende um dominio de ligacdo de DNA
com 16 a 22 repeticbes de dominio TAL fundidas em qualquer orientacdo em
qualquer porcéo cataliticamente ativa de dominio de nuclease da endonuclease de
migracéao I-Tevl.

[0129] Conforme usado no presente documento, o termo "CRISPR" se refere
a uma endonuclease a base de caspase que compreende uma caspase, COmo
Cas9, e um RNA-guia que direciona a clivagem de DNA da caspase hibridizando-
se a um sitio de reconhecimento no DNA gendmico.

[0130] Conforme usado no presente documento, o termo "megaTAL" se

refere a uma nuclease de cadeia Unica que compreende um efetor de tipo ativador
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de transcricdo (TALE) dominio de ligacdo de DNA com uma endonuclease de
migracao especifica de sequéncia manipulada.

[0131] Faixas: ao longo desta divulgacdo, varios aspectos da presente
divulgacao podem ser apresentados num formato de faixa. Deve ser entendido que
a descricdo em formato de faixa € meramente para a conveniéncia e brevidade e
nao devem ser interpretados como uma limitacdo inflexivel no escopo da presente
divulgacdo. Consequentemente, a descricdo de uma faixa deve ser considerada
por ter divulgado especificamente todas as subfaixas possiveis, assim como
individual valores numeéricos nesta faixa. Por exemplo, a descricdo de uma faixa,
como de 1 a 6, deve ser considerada por ter especificamente subfaixas divulgadas,
comodela3, delad, delab ,de2a4 de?2a6,de3ab etc., assimcomo
nameros individuais nesta faixa, por exemplo, 1, 2, 2,7, 3, 4, 5, 5,3, e 6. Como outro
exemplo, uma faixa, como 95 a 99% de identidade, inclui algo com 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% de identidade, e inclui subfaixas, como 96 a 99%, 96 a 98%, 96 a 97%,
97 a 99%, 97 a 98% e 98 a 99% de identidade. Isto se aplica independentemente
da amplitude da faixa.

DESCRICAO

[0132] S&o fornecidas no presente documento as composi¢cdes da matéria e
meétodos para uso para o tratamento de uma doenca, como cancer, com 0 uso de
células T modificadas que compreendem uma proteina de fusdo (TFP) de
receptores de célula T (TCR) e um dominio constante de TCR, em que a célula T
modificada também tem uma subunidade de TCR enddgeno funcionalmente
interrompida. Conforme usado no presente documento, uma “proteina de fusdo de
receptor de célula T (TCR)” ou “TFP” inclui um polipeptideo recombinante derivado
dos varios polipeptideos que compreendem o TCR que tem geralmente capacidade
para i) se ligar a um antigeno de superficie em células alvo e ii) interagir com outros
componentes de polipeptideo do complexo de TCR intacto, tipicamente quando
colocalizados sobre ou na superficie de uma célula T. Conforme fornecido no

presente documento, TFPs fornecem beneficios substanciais em comparagdo com
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0s receptores de antigeno quimérico. O termo “receptor de antigeno quimérico” ou
alternativamente um “CAR” se refere a um polipeptideo recombinante que
compreende um dominio extracelular de ligacdo ao antigeno na forma de um scFv,
um dominio transmembranar, e dominios de sinalizagdo citopladsmica (também
denominados no presente documento como “dominios de sinalizacao intracelular”)
que compreendem um dominio de sinalizac&o funcional derivado de uma molécula
estimuladora, conforme definido abaixo. Em geral, o dominio de sinalizacéo
intracelular central de um CAR é derivado da cadeia zeta CD3 gque € normalmente
encontrada associada ao complexo de TCR. O dominio de sinalizagdo de CD3 zeta
pode ser fundido com um ou mais dominios de sinalizacdo funcional derivados de
pelo menos uma estimuladora coestimuladora, como 4-1BB (isto é, CD137), CD27
e/ou CD28.

PROTEINAS DE FUSAO (TFP) DE RECEPTOR DE CELULA T (T CR)

[0133] A presente divulgacdo abrange construtos de DNA recombinantes
gue codificam TFPs, em que a TFP compreende um fragmento de anticorpo que se
liga especificamente a CD19, por exemplo, CD19 humano, em que a sequéncia do
fragmento de anticorpo é contigua com e no mesmo quadro de leitura que uma
sequéncia de acidos nucleicos que codifica uma subunidade de TCR ou porcédo da
mesma. A presente divulgacdo abrange construtos de DNA recombinantes que
codificam TFPs, em que a TFP compreende um fragmento de anticorpo que se liga
especificamente a BCMA, por exemplo, BCMA humano, em que a sequéncia do
fragmento de anticorpo é contigua com e no mesmo quadro de leitura que uma
sequéncia de acidos nucleicos que codifica uma subunidade de TCR ou porcédo da
mesma. A presente divulgacdo abrange construtos de DNA recombinantes que
codificam TFPs, em que a TFP compreende um fragmento de anticorpo que se liga
especificamente a RORL1, por exemplo, ROR1 humano, em que a sequéncia do
fragmento de anticorpo é contigua com e no mesmo quadro de leitura que uma
sequéncia de 4cidos nucleicos que codifica uma subunidade de TCR ou por¢éo da

mesma. A presente divulgacdo abrange construtos de DNA recombinantes que
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codificam TFPs, em que a TFP compreende um fragmento de anticorpo que se liga
especificamente a CD22, por exemplo, CD22 humano, em que a sequéncia do
fragmento de anticorpo é contigua com e no mesmo quadro de leitura que uma
sequéncia de &cidos nucleicos que codifica uma subunidade de TCR ou por¢éo da
mesma. As TFPs fornecidas no presente documento podem se associar a uma ou
mais subunidades de TCR enddégenas (ou alternativamente, uma ou mais
exdgenas, ou uma combinacdo de enddgenas e exdgenas) a fim de formar um
complexo de TCR funcional.

[0134]Num aspecto, a TFP da presente divulgagcdo compreende um
elemento de ligagdo especifico de alvo denominado de outro modo como um
dominio de ligacdo ao antigeno. A escolha de porcdo quimica depende do tipo e
namero de antigeno-alvo que define a superficie de uma célula-alvo. Por exemplo,
o dominio de ligacdo ao antigeno pode ser escolhido para reconhecer um antigeno
alvo que atua como um marcador de superficie celular em células-lavo associadas
a um estado de doenca particular. Deste modo, os exemplos de marcadores de
superficie celular que podem atuar como antigenos-alvo para o dominio de ligagédo
ao antigeno numa TFP da presente divulgacdo incluem aqueles associados a
infeccbes virais, bacterianas e parasiticas; doencas autoimunes; e doencas
cancerosas (por exemplo, doencas malignas).

[0135] Num aspecto, a resposta de célula T mediada por TFP pode ser
direcionada a um antigeno de interesse a titulo de manipulacdo de um dominio de
ligacdo ao antigeno na TFP que se liga especificamente a um antigeno desejavel.

[0136] Num aspecto, a porcdo da TFP que compreende o dominio de ligacao
ao antigeno compreende um dominio de ligacdo ao antigeno que alveja CD19. Num
aspecto, o dominio de ligacdo ao antigeno alveja CD19 humano. Num aspecto, a
por¢cdo da TFP que compreende o dominio de ligagdo ao antigeno compreende um
dominio de ligacdo ao antigeno que alveja BCMA. Num aspecto, o dominio de
ligacdo ao antigeno alveja BCMA humano.

[0137] O dominio de ligacdo ao antigeno pode ser qualquer dominio que se
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liga ao antigeno incluindo, mas sem limitacdo, um anticorpo monoclonal, um
anticorpo policlonal, um anticorpo recombinante, um anticorpo humano, um
anticorpo humanizado, e um fragmento funcional do mesmo, incluindo, mas sem
limitagdo um anticorpo de dominio Unico, como um dominio variavel de cadeia
pesada (VH), um dominio variavel de cadeia leve (VL) e um dominio variavel (Vur)
de um nanocorpo derivado de camelideo, e a um arcabouco alternativo conhecido
na técnica funcionado como o dominio de ligacdo ao antigeno, como um dominio
de fibronectina recombinante, anticalina, DARPIN e semelhantes. De modo
semelhante, um ligante natural ou sintético reconhecendo especificamente e
ligando o antigeno-alvo pode ser usado como dominio de ligagdo ao antigeno para
a TFP. Em alguns casos, é benéfico que o dominio de ligacdo ao antigeno seja
derivado da mesma espécie em que a TFP sera finalmente usada. Por exemplo,
para uso em seres humanos, pode ser benéfico para o dominio de ligacdo ao
antigeno da TFP compreender residuos humanos ou humanizados para o dominio
de ligacdo ao antigeno de um anticorpo ou fragmento de anticorpo.

[0138] Deste modo, num aspecto, o dominio de ligacdo ao antigeno
compreende um anticorpo humanizado ou humano ou um fragmento de anticorpo,
ou um anticorpo murino ou fragmento de anticorpo. Numa modalidade, o dominio
de ligacao anti-CD19 ou anti-BCMA humanizado ou humano compreende uma ou
mais (por exemplo, todas as trés) dentre a regido determinante de
complementaridade 1 de cadeia leve (LC CDR1), regidao determinante de
complementaridade 2 de cadeia leve (LC CDRZ2), e regidao determinante de
complementaridade 3 de cadeia leve (LC CDR3) de um dominio de ligacdo anti-
CD19 ou anti-BCMA humanizado ou humano descrito no presente documento, e/ou
uma ou mais (por exemplo, todas as trés) dentre a regido determinante de
complementaridade 1 de cadeia pesada (HC CDR1), regidao determinante de
complementaridade 2 de cadeia pesada (HC CDR?2), e regido determinante de
complementaridade 3 de cadeia pesada (HC CDR3) de um dominio de ligacdo anti-

CD19 humanizado ou humano descrito no presente documento, por exemplo, um
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dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA humanizado ou humano que
compreende uma ou mais, por exemplo, todas as trés, LC CDRs e uma ou mais,
por exemplo, todas as trés, HC CDRs. Numa modalidade, o dominio de ligacdo
anti-CD19 humanizado ou humano compreende uma ou mais (por exemplo, todas
as trés) dentre a regido determinante de complementaridade 1 de cadeia pesada
(HC CDR1), regiao determinante de complementaridade 2 de cadeia pesada (HC
CDR?2), e regido determinante de complementaridade 3 de cadeia pesada (HC
CDR3) de um dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA humanizado ou humano
descrito no presente documento, por exemplo, o dominio de ligagdo anti-CD19 ou
anti-BCMA humanizado ou humano tem duas regides de cadeia pesada variaveis
que compreendem, cada uma, um HC CDR1, um HC CDR2 e um HC CDR3
descritos no presente documento. Numa modalidade, o dominio de ligacdo anti-
CD19 ou anti-BCMA humanizado ou humano compreende uma regido variavel de
cadeia leve humanizada ou humana descrita no presente documento e/ou uma
regido variavel de cadeia pesada humanizada ou humana descrita no presente
documento. Numa modalidade, o dominio de ligagdo anti-CD19 ou anti-BCMA
humanizado ou humano compreende uma regido variavel de cadeia pesada
humanizada descrita no presente documento, por exemplo, pelo menos duas
regioes variaveis de cadeia pesada humanizada ou humana descritas no presente
documento. Numa modalidade, o dominio de ligag&o anti-CD19 ou anti-BCMA é um
scFv que compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada de uma sequéncia
de aminoacidos fornecida no presente documento. Numa modalidade, o dominio
de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA (por exemplo, um scFv) compreende: uma
regido variavel de cadeia leve que compreende uma sequéncia de aminoacidos que
tem pelo menos uma, duas ou trés modificacdes (por exemplo, substituicées), mas
nao mais que 30, 20 ou 10 modificagbes (por exemplo, substituicbes) de uma
sequéncia de aminoacidos de uma regido variavel de cadeia leve fornecida no
presente documento, ou uma sequéncia com 95 a 99% de identidade com uma

sequéncia de aminoacidos fornecida no presente documento; e/ou uma regiao
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variavel de cadeia pesada que compreende uma sequéncia de aminoacidos que
tem pelo menos uma, duas ou trés modificagdes (por exemplo, substituicdes), mas
nao mais que 30, 20 ou 10 modificagbes (por exemplo, substituicbes) de uma
sequéncia de aminoacidos de uma regido variavel de cadeia pesada fornecida no
presente documento, ou uma sequéncia com 95 a 99% de identidade com uma
sequéncia de aminoacidos fornecida no presente documento. Numa modalidade, o
dominio de ligacéo anti-CD19 ou anti-BCMA humanizado ou humano € um scFv, e
uma regido variavel de cadeia leve que compreende uma sequéncia de
aminoacidos descrita no presente documento, é ligado a uma regido variavel de
cadeia pesada que compreende uma sequéncia de aminoacidos descrita no
presente documento, por meio de um ligante, por exemplo, um ligante descrito no
presente documento. Numa modalidade, o dominio de ligacédo anti-CD19 ou anti-
BCMA humanizado inclui um ligante (Glys-Ser)n, em que n é 1, 2, 3, 4, 5, ou 6,
preferencialmente 3 ou 4. A regido variavel de cadeia leve e regido variavel de
cadeia pesada de um scFv pode ser, por exemplo, em qualguer uma das seguintes
orientacdes: regido variavel de cadeia leve-ligante-regido variavel de cadeia
pesada ou regido variavel de cadeia pesada-ligante-regido variavel de cadeia leve.
Em alguns casos, a sequéncia ligante compreende uma sequéncia ligante longa
(LL). Em alguns casos, a sequéncia ligante longa compreende (G4S)n, em que n=2
a 4. Em alguns casos, a sequéncia ligante compreende uma sequéncia ligante curta
(SL). Em alguns casos, a sequéncia ligante curta compreende (G4S)n, em que n=1
a3.

[0139] Em alguns aspectos, um anticorpo ndo humano é humanizado, em
que sequéncias ou regides especificas do anticorpo sdo modificadas para aumentar
a similaridade num anticorpo naturalmente produzido num ser humano ou
fragmento do mesmo. Num aspecto, o dominio de ligacdo ao antigeno é
humanizado.

[0140]Um anticorpo humanizado pode ser produzido com o uso de uma

variedade de técnicas conhecidas na arte, incluindo, mas sem limitacao, enxerto de
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CDR (consultar, por exemplo, Patente n® EP 239.400; Publicacdo Internacional n°
WO 91/09967; e Patentes n°® U.S. 5.225.539, 5.530.101, e 5.585.089, em que cada
uma € incorporada ao presente documento em sua totalidade, a titulo de
referéncia), folheamento ou recomposicdo de superficie (consultar, por exemplo,
Patentes n°® EP 592.106 e EP 519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology,
28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, Protein Engineering, 7(6):805-814; e
Roguska et al., 1994, PNAS, 91:969-973, em que cada um € incorporado ao
presente documento em sua totalidade, a titulo de referéncia), embaralhamento de
cadeia (consultar, por exemplo, Patente n°® U.S. 5.565.332, que € incorporada ao
presente documento em sua totalidade, a titulo de referéncia), e técnicas
divulgadas em, por exemplo, Publicacdo de Pedido de Patente n° U.S.
US2005/0042664, Publicacdo de Pedido de Patente n°® U.S. US2005/0048617,
Patente n°® U.S. 6.407.213, Patente n° U.S. 5.766.886, Publicacdo Internacional n®
WO 9317105, Tan et al., J. Immunol., 169:1119-1125 (2002), Caldas et al., Protein
Eng., 13(5):353-360 (2000), Morea et al., Methods, 20(3):267-279 (2000), Baca et
al., J. Biol. Chem., 272(16):10678-10684 (1997), Roguska et al., Protein Eng.,
9(10):895-904 (1996), Couto et al., Cancer Res., 55 (23 Supp):5973s-5977s (1995),
Couto et al., Cancer Res., 55(8):1717-1722 (1995), Sandhu J S, Gene, 150(2):409-
410 (1994), e Pedersen et al., J. Mol. Biol., 235(3):959-973 (1994), em que cada
um € incorporado ao presente documento em sua totalidade, a titulo de referéncia.
Frequentemente, os residuos de framework nas regibes de framework serdo
substituidos pelo residuo correspondente do anticorpo doador de CDR para alterar,
por exemplo, melhorar, a ligacdo de antigeno. Estas substituicdes de framework
sdo identificadas por meétodos bem conhecidos na técnica, por exemplo,
modelando-se as interagcdes da CDR e residuos de framework para identificar
residuos de framework importantes para ligacdo de antigeno e comparagédo de
sequéncia para identificar residuos de framework ndo usuais em posicdes
particulares (consultar, por exemplo, Queen et al., Patente n°® U.S. 5.585.089; e

Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323, 0s quais sao incorporados ao presente
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documento a titulo de referéncia, em suas totalidades.)

[0141] Um anticorpo ou fragmento de anticorpo humanizado tem um ou mais
residuos de aminoacido restantes de uma fonte que é ndo humana. Estes residuos
de aminoacido ndo humano sao frequentemente denominados como residuos de
“importacao”, os quais sao tipicamente tomados a partir de um dominio variavel de
"importacdo”. Conforme fornecido no presente documento, 0S anticorpos
humanizados ou fragmentos de anticorpo compreendem um ou mais CDRs de
moléculas de imunoglobulina ndo humana e regides de framework, em que os
residuos de amino&cido compreendem o framework séo derivados completamente
ou principalmente de linha germinativa humana. As mudltiplas técnicas para a
humanizacédo de anticorpos ou fragmentos de anticorpo sdo bem conhecidas na
técnica e podem ser essencialmente realizadas apos o método de Winter e
cotrabalhadores (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al.,
Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)),
substituindo-se CDRs de roedor ou sequéncias de CDR para as sequéncias
correspondentes de um anticorpo humano, isto €, enxerto de CDR (EP 239.400;
Publicacdo PCT n°® WO 91/09967; e Patentes n° U.S. 4.816.567; 6.331.415;
5.225.539; 5.530.101; 5.585.089; 6.548.640, cujos conteudos sao incorporados ao
presente documento a titulo de referéncia, em sua totalidade). Em tais anticorpos
humanizados e fragmentos de anticorpo, substancialmente menos do que um
dominio variavel humano intacto foi substituido pela sequéncia correspondente de
uma espécie nao-humana. Os anticorpos humanizados sao frequentemente
anticorpos humanos em que alguns residuos de CDR e possivelmente alguns
residuos de framework (FR) sdo substituidos por residuos de sitios analogos em
anticorpos de roedor. A humanizacdo de anticorpos e fragmentos de anticorpo
também pode ser alcancada por folheamento ou recomposicdo de superficie
(documentos n° EP 592.106; EP 519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology,
28(4/5):489-498; Studnicka et al., Protein Engineering, 7(6):805-814 (1994); e
Roguska et al., PNAS, 91:969-973 (1994)) ou embaralhamento de cadeia (Patente
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n° U.S. 5.565.332), cujos conteudos s&o incorporados ao presente documento a
titulo de referéncia, em sua totalidade.

[0142] A escolha de dominios variaveis humanos, tanto leves quanto
pesados, a serem usados na producdo de anticorpos humanizados é destinada a
reduzir a antigenicidade. De acordo com o chamado método “mais adequado”, a
sequéncia do dominio variavel de um anticorpo de roedor € triada contra a
biblioteca inteira de sequéncias de dominio variavel humano conhecidas. A
sequéncia humana que € mais proxima daquela do roedor €, entédo, aceita como o
framework humano (FR) para o anticorpo humanizado (Sims et al., J. Immunol.,
151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987), cujos conteudos sao
incorporados ao presente documento a titulo de referéncia ao presente documento,
em sua totalidade). Outro método usa um framework particular derivado da
sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de um subgrupo particular
de cadeias leves ou pesadas. O mesmo framework pode ser usado para diversos
anticorpos humanizados diferentes (consultar, por exemplo, Nicholson et al. Mol.
Immun. 34 (16-17): 1157-1165 (1997); Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993), cujos conteudos sdo
incorporados ao presente documento a titulo de referéncia ao presente documento,
em sua totalidade). Em algumas modalidades, a regido de framework, por exemplo,
todas as quatro regides de framework, da regido varidvel de cadeia pesada sao
derivadas de uma sequéncia de linha germinativa de Vu4-4-59. Numa modalidade,
a regiao de framework pode compreender, uma, duas, trés, quatro ou cinco
modificacdes, por exemplo, substituicdes, por exemplo, do aminoacido na
sequéncia murina correspondente. Numa modalidade, a regido de framework, por
exemplo, todas as quatro regides de framework da regido variavel de cadeia leve
sao derivadas de uma sequéncia de linha germinativa VK3-1.25. Numa modalidade,
a regidao de framework pode compreender, uma, duas, trés, quatro ou cinco
modificacdes, por exemplo, substituicbes, por exemplo, do aminoacido na

sequéncia murina correspondente.
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[0143]Em alguns aspectos, a por¢cdo de uma composicdo de TFP da
presente divulgacdo que compreende um fragmento de anticorpo € humanizada
com a retencdo de alta afinidade para o antigeno-alvo e outras propriedades
biolégicas favoraveis. De acordo com um aspecto da presente divulgagdo, os
anticorpos humanizados e fragmentos de anticorpo sédo preparados por um
processo de analise das sequéncias parentais e varios produtos humanizados
conceituais com o uso de modelos tridimensionais das sequéncias parentais e
humanizadas. Os modelos de imunoglobulina tridimensional estdo comumente
disponiveis e sao familiares aqueles versados na técnica. Os programas de
computador estdo disponiveis, 0s quais ilustram e exibem estruturas
conformacionais tridimensionais de sequéncias de imunoglobulina candidatas
selecionadas. A inspecao destas exibicbes permite a analise da funcéo provavel
dos residuos no funcionamento da sequéncia de imunoglobulina candidata, por
exemplo, a analise de residuos que influenciam a capacidade da imunoglobulina
candidata se ligar ao antigeno-alvo. Desta maneira, os residuos de FR podem ser
selecionados e combinados das sequéncias de recipiente e importadas de modo
que a caracteristica de anticorpo ou fragmento de anticorpo desejavel, como
afinidade aumentada pelo antigeno alvo, seja alcancada. Em geral, os residuos de
CDR sao diretamente e mais substancialmente envolvidos na influéncia de ligacéo
ao antigeno.

[0144] Um anticorpo humanizado ou fragmento de anticorpo pode reter uma
especificidade antigénica similar como o anticorpo original, por exemplo, na
presente divulgacdo, a capacidade de ligar CD19 humano. Em algumas
modalidades, um anticorpo humanizado ou fragmento de anticorpo pode ter
afinidade e/ou especificidade melhorada de ligagcdo ao CD19 humano ou BCMA
humano.

[0145]Num aspecto, o dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA é
caracterizado por recursos ou propriedades funcionais particulares de um anticorpo

ou fragmento de anticorpo. Por exemplo, num aspecto, a por¢cdo de uma
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composicdo de TFP da presente divulgacdo que compreende um dominio de
ligacdo ao antigeno se liga especificamente a CD19 humano ou BCMA humano.
Num aspecto, o dominio de ligacdo ao antigeno tem a mesma ou uma
especificidade de ligagdo similar com o CD19 humano em relagdo ao FMC63 scFv
descrito em Nicholson et al. Mol. Immun. 34 (16-17): 1157-1165 (1997). Num
aspecto, a presente divulgacéo se refere a um dominio de ligacdo ao antigeno que
compreende um anticorpo ou fragmento de anticorpo, em que o dominio de ligacdo
de anticorpo se liga especificamente a uma proteina de CD19 ou BCMA ou
fragmento da mesma, em que o anticorpo ou fragmento de anticorpo compreende
uma cadeia leve variavel e/ou uma cadeia pesada varidvel que inclui uma
sequéncia de aminoacidos fornecida no presente documento. Em certos aspectos,
o scFv esta em contiguidade com e no mesmo quadro de leitura que uma sequéncia
de iniciacao.

[0146] Num aspecto, o dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA € um
fragmento, por exemplo, um fragmento varidvel de cadeia Unica (scFv). Num
aspecto, o dominio de ligacdo anti-CD19 é um Fv, um Fab, um (Fab’)2, ou um
anticorpo bifuncional (por exemplo, biespecifico) hibrido (por exemplo,
Lanzavecchia et al., Eur. J. Immunol. 17, 105 (1987)). Num aspecto, 0s anticorpos
e fragmentos do mesmo da presente divulgacdo se ligam a uma proteina de CD19
com afinidade de tipo selvagem ou intensificada.

[0147] Também sao fornecidos no presente documento os métodos para
obter um dominio de anticorpo de ligacdo ao antigeno especifico para um antigeno-
alvo (por exemplo, CD19, BCMA ou qualquer antigeno-alvo descrito em outra parte
no presente documento para alvos de dominios de ligacdo de porcdo quimica de
fusdo), em que o método compreende fornecer por meio de adicdo, delecéo,
substituicdo ou insercdo de um ou mais aminoacidos na sequéncia de aminoécidos
de um dominio Vx definido no presente documento um dominio Vi que é uma
variante de sequéncia de amino&cidos do dominio Vx, combinando opcionalmente

o0 dominio Vn assim fornecido com um ou mais dominios VL, e testando o dominio
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VH ou a combinagéo VH/VL ou combinagdes para identificar um membro de ligacdo
especifico ou um dominio de anticorpo de ligacdo ao antigeno especifico para um
antigeno alvo de interesse (por exemplo, CD19 ou BCMA) e opcionalmente com
uma ou mais propriedades desejaveis.

[0148] Em alguns casos, os dominios VH e scFvs podem ser preparados de
acordo com o meétodo conhecido na técnica (consultar, por exemplo, Bird et al.,
(1988) Science 242:423-426 e Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883). As moléculas de scFv podem ser produzidas ligando-se as regides
VH e VL junto com o uso de ligantes de polipeptideo flexiveis. As moléculas de scFv
compreendem um ligante (por exemplo, um ligante Ser-Gly) com um comprimento
otimizado e/ou composi¢cado de aminoacido. O comprimento de ligante pode afetar
grandemente como as regifes variaveis de um scFv se dobram e interagem. De
fato, se um polipeptideo ligante curto é empregado (por exemplo, entre 5 a 10
aminoacidos) a dobra entre cadeias é impedida. A dobra entre cadeias também é
necessaria para unir as duas regides variaveis para formar um sitio de ligacdo de
epitopo funcional. Em alguns casos, a sequéncia ligante compreende uma
sequéncia ligante longa (LL). Em alguns casos, a sequéncia ligante longa
compreende (GaS)n, em que n=2 a 4. Em alguns casos, a sequéncia ligante
compreende uma sequéncia ligante curta (SL). Em alguns casos, o ligante de
sequéncia curta compreende (G4S)n, em que n=1 a 3. Para exemplos de orientag&o
e tamanho de ligante consultar, por exemplo, Hollinger et al. 1993 Proc Natl Acad.
Sci. U.S.A. 90:6444-6448, Publicacdo de Pedido de Patente n° U.S. 2005/0100543,
2005/0175606, 2007/0014794, e as publicacdbes PCT n°® WO2006/020258 e
W02007/024715 séao incorporadas ao presente documento a titulo de referéncia.

[0149] Um scFv pode compreender um ligante de cerca de 10, 11, 12, 13,
14, 15 ou mais que 15 residuos entre suas regides VL e VH. A sequéncia ligante
pode compreender qualquer aminoacido de ocorréncia natural. Em algumas
modalidades, a sequéncia ligante compreende aminodacidos glicina e serina. Em

outra modalidade, a sequéncia ligante compreende conjuntos de repeticdes de
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glicina e serina, como (GlysSer)n, em que n € um numero inteiro positivo igual a ou
maior do que 1. Numa modalidade, o ligante pode ser (GlysSer)s ou (GlysSer)s. A
variagdo no comprimento de ligante pode reter ou intensificar a atividade, dar
origem & eficacia superior em estudos de atividade. Em alguns casos, a sequéncia
ligante compreende uma sequéncia ligante longa (LL). Em alguns casos, a
sequéncia ligante longa compreende (G4S)n, em que n=2 a 4. Em alguns casos, a
sequéncia ligante compreende uma sequéncia ligante curta (SL). Em alguns casos,
a sequéncia ligante curta compreende (G4S)n, em que n=1 a 3.

ESTABILIDADE E MUTA(;OES

[0150] A estabilidade de um dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA, por
exemplo, moléculas de scFv (por exemplo, scFv soluvel) pode ser avaliada em
referéncia as propriedades biofisicas (por exemplo, estabilidade térmica) de uma
molécula de scFv de controle convencional ou a anticorpo de comprimento
completo. Numa modalidade, o scFv humanizado ou humano tem uma estabilidade
térmica que é maior do que cerca de 0,1, cerca de 0,25, cerca de 0,5, cerca de
0,75, cerca de 1, cerca de 1,25, cerca de 1,5, cerca de 1,75, cerca de 2, cerca de
2,5, cerca de 3, cerca de 3,5, cerca de 4, cerca de 4,5, cerca de 5, cerca de 5,5,
cerca de 6, cerca de 6,5, cerca de 7, cerca de 7,5, cerca de 8, cerca de 8,5, cerca
de 9, cerca de 9,5, cerca de 10 graus, cerca de 11 graus, cerca de 12 graus, cerca
de 13 graus, cerca de 14 graus, ou cerca de 15 graus Celsius do que um scFv
parental nos ensaios descritos.

[0151] A estabilidade térmica melhorada do dominio de ligacdo anti-CD19 ou
anti-BCMA, por exemplo, scFv € subsequentemente conferido ao construto de
CD19-TFP inteiro, que leva as propriedades terapéuticas melhoradas do construto
de TFP anti-CD19 ou anti-BCMA. A estabilidade térmica do dominio de ligacéo anti-
CD19 ou anti-BCMA, por exemplo, scFv pode ser melhorada em pelo menos cerca
de 2 °C ou 3 °C, como em comparagdo com um anticorpo convencional. Numa
modalidade, o dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA, por exemplo, scFv tem

uma estabilidade térmica melhorada de 1 °C em compara¢cdo com um anticorpo
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convencional. Em outra modalidade, o dominio de ligacao anti-CD19, por exemplo,
scFv tem uma estabilidade térmica melhorada de 2 °C em comparagdo com um
anticorpo convencional. Em outra modalidade, o scFv tem uma estabilidade térmica
melhorada de 4 °C, 5 °C, 6 °C, 7 °C, 8 °C, 9 °C, 10 °C, 11 °C, 12 °C, 13 °C, 14 °C
ou 15 °C em comparac¢ao com um anticorpo convencional. As compara¢des podem
ser feitas, por exemplo, entre as moléculas de scFv divulgadas no presente
documento e moléculas de scFv ou fragmentos Fab de um anticorpo do qual Vn e
VL de scFv foram derivadas. A estabilidade térmica pode ser medida com o uso de
métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, numa modalidade, Tm pode ser
medida. Os métodos para medir Tw e outros métodos para determinar a
estabilidade de proteina sao descritos em mais detalhes abaixo.

[0152] As mutacbes em scFv (que surgem através da humanizacdo ou
mutagénese direta do scFv soluvel) alteram a estabilidade do scFv e melhoram a
estabilidade geral do scFv e do construto de TFP anti-CD19 ou anti-BCMA. A
estabilidade do scFv humanizado é comparada com o scFv murino com o uso de
medi¢des, como Twm, desnaturacdo de temperatura e agregacédo de temperatura.
Numa modalidade, o dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA, por exemplo, um
scFv, compreende pelo menos uma mutacdo que surgiu do processo de
humanizacdo, de modo que o scFv que sofreu mutacdo confira estabilidade
melhorada ao construto de TFP anti-CD19. Em outra modalidade, o dominio de
ligacdo anti-CD19, por exemplo, scFv compreende pelo menos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9, 10 mutagdes que surgem do processo de humanizacao de modo que o scFv que
sofreu mutacdo confira estabilidade melhorada ao construto de CD19-TFP ou
BCMA-TFP.

[0153] Num aspecto, o dominio de ligacédo ao antigeno da TFP compreende
uma sequéncia de aminoacidos que € homadloga a uma sequéncia de aminoacidos
de dominio de ligacdo ao antigeno descrita no presente documento, e o dominio de
ligacdo ao antigeno retém as propriedades funcionais desejaveis dos fragmentos

de anticorpo anti-CD19 ou anti-BCMA descritos no presente documento. Num
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aspecto especifico, a composicéo de TFP da presente divulgacdo compreende um
fragmento de anticorpo. Num aspecto adicional, este fragmento de anticorpo
compreende um scFv.

[0154] Em vérios aspectos, o dominio de ligacdo ao antigeno da TFP é
manipulado modificando-se um ou mais aminoacidos numa ou ambas as regides
variaveis (por exemplo, Vu e/ou VL), por exemplo, numa ou mais regides de CDR
e/ou numa ou mais regides de framework. Num aspecto especifico, a composicéo
de TFP da presente divulgacdo compreende um fragmento de anticorpo. Num
aspecto adicional, este fragmento de anticorpo compreende um scFv.

[0155] Sera entendido por individuo de habilidade comum na técnica que o
anticorpo ou fragmento de anticorpo da presente divulgacdo pode ser
adicionalmente modificado de modo que os mesmos variem na sequéncia de
aminoacidos (por exemplo, de tipo selvagem), mas ndo em atividade desejavel. Por
exemplo, as substituicdes de nucleotideo adicionais que levam as substituicdes de
aminoacido em residuos de aminoacido “ndo essenciais” podem ser feitas na
proteina. Por exemplo, um residuo de aminoacido ndo essencial numa molécula
pode ser substituido por outro residuo de aminoacido da mesma familia de cadeia
lateral. Em outra modalidade, uma corrente de aminoacidos pode ser substituida
com uma corrente estruturalmente similar que difere em ordem e/ou composicéo
de membros de familia de cadeia lateral, por exemplo, uma substituicdo
conservativa, em que um residuo de aminoacido é substituido por um residuo de
aminoacido que tem uma cadeia lateral similar, pode ser feita.

[0156] As familias de residuos de aminoacido que tém cadeias laterais
similares foram definidas na técnica, incluindo cadeias laterais basicas (por
exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias laterais acidas (por exemplo, acido
aspartico, acido glutamico), cadeias laterais polares néo carregadas (por exemplo,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais
nao polares (por exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,

metionina, triptofano), cadeias laterais beta-ramificadas (por exemplo, treonina,
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valina, isoleucina) e cadeias laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,
triptofano, histidina).

[0157] A porcentagem de identidade no contexto de dois ou mais &cidos
nucleicos ou sequéncias de polipeptideo se referem a duas ou mais sequéncias
que sao iguais. Duas sequéncias sao “substancialmente idénticas” se duas
sequéncias tém uma porcentagem especificada de residuos de aminoacido ou
nucleotideos que séo iguais (por exemplo, 60% de identidade, opcionalmente 70%,
71% , 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou
99% de identidade por uma regido especificada, ou, quando néo especificada, pela
sequéncia inteira), quando em comparacdo com e alinhada para uma
correspondéncia maxima por um intervalo de comparacao, ou regiao designada,
conforme medido com o0 uso de um dentre os algoritmos de comparacdo de
sequéncia seguintes ou por alinhamento manual e inspecéo visual. Opcionalmente,
a identidade existe por uma regido que tem pelo menos cerca de 50 nucleotideos
(ou 10 aminoéacidos) em comprimento, ou mais preferencialmente por uma regiao
que tem 100 a 500 ou 1000 ou mais nucleotideos (ou 20, 50, 200 ou mais
aminoacidos) em comprimento.

[0158] Para comparacdo de sequéncia, tipicamente uma sequéncia atua
como uma sequéncia de referéncia, a qual as sequéncias de teste sdo comparadas.
Quando com o uso de um algoritmo de comparacao de sequéncia, sequéncias de
teste e referéncia sao inseridas num computador, coordenadas de subsequéncia
sdo projetadas, se necessario, e 0s parametros de programa de algoritmo de
sequéncia sao designados. Os parametros de programa padrédo podem ser usados,
ou parametros alternativos podem ser designados. O algoritmo de comparacéao de
sequéncia calcula, entdo, a porcentagem de identidade de sequéncia para as
sequéncias de teste em relacdo a sequéncia de referéncia, com base nos
parametros de programa. Os métodos para alinhamento de sequéncias para

comparacdo sdo bem conhecidos na técnica. O alinhamento otimizado de
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sequéncias para comparacao pode ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de
homologia local de Smith e Waterman, (1970) Adv. Appl. Math. 2:482c, pelo
algoritmo de alinhamento de homologia de Needleman e Wunsch, (1970) J. Mol.
Biol. 48:443, pela busca por método de similaridade de Pearson e Lipman, (1988)
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, por implantacdes computadorizadas destes
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, e TFASTA no Pacote de Software Wisconsin
Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), ou por
alinhamento manual e inspecéo visual (consultar, por exemplo, Brent et al., (2003)
Current Protocols in Molecular Biology). Dois exemplos de algoritmos que séo
adequados para determinar a porcentagem de identidade de sequéncia e a
similaridade de sequéncia sdo os algoritmos BLAST e BLAST 2.0, os quais séao
descritos em Altschul et al., (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402; e Altschul et al.,
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente. O software para realizar analises
de BLAST esta publicamente disponivel por National Center for Biotechnology
Information.

[0159]Num aspecto, a presente divulgacdo contempla modificacées da
sequéncia de aminoacidos de anticorpo inicial ou fragmento (por exemplo, scFv)
que gera moléculas funcionalmente equivalentes. Por exemplo, a Vx ou VL de um
dominio de ligacéo anti-CD19 ou anti-BCMA, por exemplo, scFv, compreendido na
TFP pode ser modificada para reter pelo menos cerca de 70%, 71%. 72%. 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidade
da regiao de framework Vi ou Vi inicial do dominio de ligagdo anti-CD19, por
exemplo, scFv. A presente divulgacéo contempla modificacdes do construto de TFP
inteiro, por exemplo, modificagdes numa ou mais sequéncias de aminoacidos dos
varios dominios do construto de TFP a fim de gerar moléculas funcionalmente
equivalentes. O construto de TFP pode ser modificado para reter pelo menos cerca
de 70%, 71%. 72%. 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 69/168



62/149

98%, 99% de identidade do construto de TFP inicial.

DOMINIO EXTRACELULAR

[0160] O dominio extracelular pode ser derivado de uma fonte natural ou
recombinante. Quando a fonte é natural, o dominio pode ser derivado de qualquer
proteina, mas, em particular, uma proteina ligada a membrana ou transmembranar.
Num aspecto, o dominio extracelular tem capacidade para se associar ao dominio
transmembranar. Um dominio extracelular de uso particular nesta presente
divulgacao pode incluir pelo menos a regiao extracelular (ou regides extracelulares)
de, por exemplo, a cadeia alfa, beta ou zeta do receptor de célula T, ou CD3 épsilon,
CD3 gama, ou CD3 delta, ou, em modalidades alternativas, CD28, CD45, CD4,
CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CDb37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137,
CD154.

DOMINIO TRANSMEMBRANAR

[0161] Em geral, uma sequéncia de TFP contém um dominio extracelular e
um dominio transmembranar codificado por uma sequéncia gendmica Unica. Em
modalidades alternativas, uma TFP pode ser designada para compreender um
dominio transmembranar que é heterdlogo ao dominio extracelular da TFP. Um
dominio transmembranar pode incluir um ou mais aminoacidos adicionais
adjacentes a regido transmembranar, por exemplo, um ou mais aminoacidos
associados a regido extracelular da proteina da qual a transmembrana foi derivada
(por exemplo, pelo menos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, ou mais aminoacidos da regiao
extracelular) e/ou um ou mais aminoacidos adicionais associados a regido
intracelular da proteina da qual a proteina transmembranar € derivada (por
exemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, ou mais aminoacidos da regido intracelular). Em
alguns casos, o dominio transmembranar pode incluir pelo menos 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60 ou mais aminoacidos da regido extracelular. Em alguns casos, o dominio

transmembranar pode incluir pelo menos 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 ou mais
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aminoacidos da regido intracelular. Num aspecto, o dominio transmembranar € um
associado a um dos outros dominios da TFP usada. Em alguns casos, o dominio
transmembranar pode ser selecionado ou modificado por aminoacido substituicao
para evitar a ligacdo de tais dominios aos dominios transmembranares das
mesmas ou diferentes proteinas de membrana de superficie, por exemplo, para
minimizar as interacbes com outros membros do complexo de receptor. Num
aspecto, o dominio transmembranar tem capacidade para homodimerizacdo com
outra TFP numa superficie celular T de TFP. Num aspecto diferente, a sequéncia
de aminoacidos do dominio transmembranar pode ser modificada ou substituida de
modo a minimizar interacdes com os dominios de ligacdo do parceiro de ligacao
nativo presente na mesma TFP.

[0162] O dominio transmembranar pode ser derivado de uma fonte natural
ou recombinante. Quando a fonte € natural, o dominio pode ser derivado de
qualquer proteina ligada a membrana ou transmembranar. Num aspecto, o dominio
transmembranar tem capacidade para sinalizar ao dominio intracelular (ou
dominios intracelulares) quando a TFP se ligou a um alvo. Um dominio
transmembranar de uso particular nesta presente divulgacdo pode incluir pelo
menos a regido transmembranar (ou regides transmembranares) de, por exemplo,
a cadeia alfa, beta, gama, delta, ou zeta do receptor de célula T, CD28, CD3
épsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80,
CD86, CD134, CD137, CD154.

[0163] Em alguns casos, o dominio transmembranar pode estar ligado a
regiao extracelular da TFP, por exemplo, o dominio de ligacdo ao antigeno da TFP,
por meio de uma articulacdo, por exemplo, uma articulagdo de uma proteina
humana. Por exemplo, numa modalidade, a articulacdo pode ser uma articulacao
de imunoglobulina humana (lg), por exemplo, uma articulagdo de IgG4, ou uma
articulagéo de CD8a.

LIGANTES

[0164] Opcionalmente, um ligante de oligo ou polipeptideo curto, com entre
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2 e 10 aminoacidos em comprimento pode formar a ligacdo entre o dominio
transmembranar e a regido citoplasmica da TFP. Em alguns casos, o ligante pode
ter pelo menos cerca de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, ou
mais em comprimento. Um dupleto de glicina-serina fornece um ligante
particularmente adequado. Por exemplo, num aspecto, o ligante compreende a
sequéncia de aminoacidos de GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 3). Em algumas
modalidades, o ligante € codificado por uma sequéncia de nucleotideo de
GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCC (SEQ ID NO: 4).

DOMINIO CITOPLASMICO

[0165]O dominio citoplasmico da TFP pode incluir um dominio de
sinalizacao intracelular, se a TFP contém polipeptideos de CD3 gama, delta ou
épsilon; subunidades de TCR alfa e TCR geralmente ausentes num dominio de
sinalizacdo. Um dominio de sinalizacao intracelular é geralmente responsavel pela
ativacao de pelo menos uma das fungdes efetoras normais da célula imunolégica
na qual a TFP foi introduzida. O termo “funcdo efetora” se refere a uma funcao
especializada de uma célula. A fungéo efetora de uma célula T, por exemplo, pode
ser a atividade citolitica ou atividade auxiliar incluindo a secrecdo de citocinas.
Deste modo, o termo “dominio de sinalizacéo intracelular” se refere a por¢cao de
uma proteina que transduz a funcéo efetora sinal e direciona a célula para realizar
uma funcdo especializada. Embora usualmente o dominio de sinalizacao
intracelular inteiro possa ser empregado, em muitos casos, nao é necessario usar
a cadeia inteira. Até o ponto em que uma porcao truncada do dominio de
sinalizacao intracelular é usada, tal porcéo truncada pode ser usada no lugar da
cadeia intacta enquanto transduz o sinal de funcéo efetora. O termo dominio de
sinalizacao intracelular é, deste modo, destinado a incluir qualquer porcéo truncada
do dominio de sinalizag&o intracelular suficiente para transduzir o sinal de fungéo
efetora.

[0166] Os exemplos de dominios de sinalizacdo intracelular para uso na TFP

da presente divulgacéao incluem as sequéncias citoplasmicas do receptor de célula
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T (TCR) e correceptores que atuam em combinacéo para iniciar a transducao de
sinal apGs o engate de receptor de antigeno, assim como qualquer derivado ou
variante destas sequéncias e qualquer sequéncia recombinante que tem a mesma
capacidade funcional.

[0167] Sabe-se que o0s sinais gerados através do TCR sozinho séo
insuficientes para ativagcdo complexa de células T virgens e que um sinal
secundario e/ou coestimulatério € necessario. Deste modo, a ativacdo de célula T
virgem pode ser dita como mediada por duas classes distintas de sequéncias de
sinalizacdo citoplasmica: aquelas que iniciam a ativagdo primaria dependente de
antigeno através do TCR (dominios de sinalizacéo intracelular primaria) e aquelas
gue atuam de maneira independente de antigeno para fornecer um sinal secundario
ou coestimulatério (dominio citoplasmico secundario, por exemplo, um dominio
coestimulatorio).

[0168] Um dominio de sinalizacdo primério regula a ativacdo priméaria do
complexo de TCR de maneira estimuladora, ou de maneira inibitéria. Os dominios
de sinalizacdo intracelular priméria que atuam de maneira estimuladora podem
conter motivos de sinalizacdo que séo conhecidos como motivos de ativacao a base
de tirosina de imunorreceptor (ITAMS).

[0169] Os exemplos de ITAMs que contém dominios de sinalizacao
intracelular primaria que sdo de uso particular na presente divulgacdo incluem
agueles de CD3 zeta, FcR gama, FcR beta, CD3 gama, CD3 delta, CD3 épsilon,
CD5, CD22, CD79a, CD79b, e CD66d. Numa modalidade, uma TFP da presente
divulgacdo compreende um dominio de sinalizacdo intracelular, por exemplo, um
dominio de sinalizacao primario de CD3-épsilon. Numa modalidade, um dominio de
sinalizacao primario compreende um dominio de ITAM modificado, por exemplo,
um dominio de ITAM que sofreu mutacdo que alterou (por exemplo, aumentou ou
diminuiu) a atividade em comparacdo com o dominio de ITAM nativo. Numa
modalidade, um dominio de sinalizagdo primario compreende um ITAM modificado

que contém dominio de sinalizacdo intracelular primaria, por exemplo, um ITAM
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otimizado e/ou truncado que contém dominio de sinalizacao intracelular primaria.
Numa modalidade, um dominio de sinalizag&o primario compreende um, dois, trés,
guatro ou mais motivos de ITAM.

[0170] O dominio de sinalizacdo intracelular da TFP pode compreender o
dominio de sinalizacdo de CD3 zeta por si proprio ou pode ser combinado com
qualquer outro dominio de sinalizacdo intracelular desejavel (ou dominios de
sinalizacdo intracelular desejaveis) util no contexto de uma TFP da presente
divulgacdo. Por exemplo, o dominio de sinalizacdo intracelular da TFP pode
compreender uma por¢do de cadeia de CD3 épsilon e um dominio de sinalizagéo
de coestimulatério. O dominio de sinalizagdo coestimulatorio se refere a uma
porcdo da TFP que compreende o dominio intracelular de uma molécula
coestimuladora. Uma molécula coestimuladora € uma molécula de superficie
celular diferente de um receptor de antigeno ou seus ligantes que € necessaria para
uma resposta eficaz de linfécitos a um antigeno. Os exemplos de tais moléculas
incluem CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, CD30, CD40, PD1, ICOS, antigeno-
1 associado a funcéo de linfocito (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, e um
ligante que se liga especificamente a CD83, e semelhantes. Por exemplo, o
coestimulo de CD27 demonstrou intensificar a expansao, funcdo efetora, e
sobrevivéncia de células T de TFP humana in vitro e aumenta a persisténcia de
célula T humana e atividade antitumoral in vivo (Song et al. Blood. 2012;
119(3):696-706).

[0171] As sequéncias de sinalizacdo intracelular na porcéo citoplasmica da
TFP da presente divulgacdo podem ser ligadas entre si numa ordem aleatéria ou
ordem especificada. Opcionalmente, um short ligante de oligo ou polipeptideo, por
exemplo, entre 2 e 10 aminoacidos (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10
aminoacidos) em comprimento pode formar a ligacdo entre sequéncias de
sinalizacao intracelular.

[0172] Numa modalidade, um dupleto de glicina-serina pode ser usado como

um ligante adequado. Numa modalidade, um aminoacido Unico, por exemplo, uma
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alanina, uma glicina, pode ser usado como um ligante adequado.

[0173] Num aspecto, a célula de expressdo de TFP descrita no presente
documento pode compreender adicionalmente uma segunda TFP, por exemplo,
uma segunda TFP que inclui um dominio de ligacdo ao antigeno diferente, por
exemplo, ao mesmo alvo (CD19 ou BCMA) ou um alvo diferente (por exemplo,
CD123). Numa modalidade, quando a célula de expressdo de TFP compreende
duas ou mais TFPs diferentes, os dominios de ligacdo ao antigeno das TFPs
diferentes podem ser tais que os dominios de ligacdo ao antigeno nao interagem
um com o outro. Por exemplo, uma célula que expressa uma primeira e uma
segunda TFP pode ter um dominio de ligacdo ao antigeno da primeira TFP, por
exemplo, como um fragmento, por exemplo, um scFv, que ndo forma uma
associacdo ao dominio de ligacdo ao antigeno da segunda TFP, por exemplo, o
dominio de ligac&do ao antigeno da segunda TFP € uma VuH.

[0174] Em outro aspecto, a célula de expressao de TFP descrita no presente
documento pode expressar adicionalmente outro agente, por exemplo, um agente
que intensifica a atividade de uma célula T modificada. Por exemplo, numa
modalidade, o agente pode ser um agente que inibe uma molécula inibitoria. As
moléculas inibidoras, por exemplo, PD1, podem, em algumas modalidades, diminuir
a capacidade de uma célula T modificada para montar uma resposta efetora
imunoldgica. Exemplos de moléculas inibidoras incluem PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3,
LAGS3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 e TGFR beta. Numa modalidade,
0 agente que inibe uma molécula inibitéria compreende um primeiro polipeptideo,
por exemplo, uma molécula inibitéria, associada a um segundo polipeptideo que
fornece um sinal positivo para a célula, por exemplo, um dominio de sinaliza¢éo
intracelular descrito no presente documento. Numa modalidade, o agente
compreende um primeiro polipeptideo, por exemplo, de uma molécula inibitoria,
como PD1, LAG3, CTLA4, CD160, BTLA, LAIR1, TIM3, 2B4 e TIGIT, ou um
fragmento de qualquer um dos mesmos (por exemplo, pelo menos uma porc¢éo de

um dominio extracelular de qualquer um dos mesmos), e um segundo polipeptideo
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que é um dominio de sinalizac&o intracelular descrito no presente documento (por
exemplo, que compreende um dominio coestimulatorio (por exemplo, 4-1BB, CD27
ou CD28, por exemplo, conforme descrito no presente documento) e/ou a dominio
de sinalizacdo primério (por exemplo, um dominio de sinalizacdo de CD3 zeta
descrito no presente documento). Numa modalidade, o agente compreende um
primeiro polipeptideo de PD1 ou um fragmento do mesmo (por exemplo, pelo
menos uma porcdo de um dominio extracelular de PD1), e um segundo
polipeptideo de um dominio de sinalizagdo intracelular descrito no presente
documento (por exemplo, um dominio de sinalizacdo de CD28 descrito no presente
documento e/ou um dominio de sinalizacdo de CD3 zeta descrito no presente
documento). PD1 € um membro inibidor da familia de CD28 de receptores que
também inclui CD28, CTLA-4, ICOS e BTLA. PD-1 é expresso em células B
ativadas, células T e células mieloides (Agata et al. 1996 Int. Immunol 8:765-775).
Dois ligandos para PD1, PD-L1 e PD-L2, mostraram regular de modo decrescente
a ativacdo de célula T mediante ligagdo a PD1 (Freeman et al. 2000 J Exp Med
192:1027-1034; Latchman et al. 2001 Nat Immunol 2:261-268; Carter et al. 2002
Eur J Immunol 32:634-643). PD-L1 é abundante em canceres humanos (Dong et
al. 2003 J Mol Med 81:281-287; Blank et al. 2005 Cancer Immunol. Immunother
54:307-314; Konishi et al. 2004 Clin Cancer Res 10:5094). A supressao imunoldgica
pode ser revertida inibindo-se a interacédo local de PD1 com PD-L1.

[0175]Numa modalidade, o agente compreende o dominio extracelular
(ECD) de uma molécula inibitéria, por exemplo, Morte Programada 1 (PD1) pode
ser fundida a um dominio transmembranar e opcionalmente um dominio de
sinalizacao intracelular, como 41BB e CD3 zeta (também denominada no presente
documento como PD1 TFP). Numa modalidade, a PD1 TFP, quando usada em
combinagdes com uma TFP anti-CD19 descrita no presente documento, melhora a
persisténcia da célula T. Numa modalidade, a TFP é uma PD1 TFP que
compreende o dominio extracelular de PD 1. Alternativamente, sdo fornecidas

TFPs que contém um anticorpo ou fragmento de anticorpo como um scFv que se
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liga especificamente ao Ligando de Morte Programada 1 (PD-L1) ou Ligando de
Morte Programada 2 (PD-L2).

[0176] Em outro aspecto, a presente divulgacao fornece uma populacéo de
células T que expressam TFP, por exemplo, células T de TFP. Em algumas
modalidades, a populacdo de células T que expressam TFP compreende uma
mistura de células que expressam TFPs diferentes. Por exemplo, numa
modalidade, a populacéo de células T de TFP pode incluir uma primeira célula que
expressa uma TFP que tem um dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA
descrito no presente documento, e uma segunda célula que expressa uma TFP que
tem um dominio de ligacdo anti-CD19 ou anti-BCMA diferente, por exemplo, um
dominio de ligacéo anti-CD19 ou anti-BCMA descrito no presente documento que
difere do dominio de ligacdo anti-CD19 na TFP expressada pela primeira célula.
Como outro exemplo, a populacéo de células que expressam TFP pode incluir uma
primeira célula que expressa uma TFP que inclui um dominio de ligacdo anti-CD19
ou anti-BCMA, por exemplo, conforme descrito no presente documento, e uma
segunda ceélula que expressa uma TFP que inclui um dominio de ligacdo ao
antigeno a um alvo diferente de CD19 ou BCMA (por exemplo, outro antigeno
associado a tumor).

[0177] Em outro aspecto, a presente divulgacédo fornece uma populacéo de
células em que pelo menos uma célula na populagédo expressa uma TFP que tem
um dominio anti-CD19 ou anti-BCMA descrito no presente documento, e uma
segunda célula que expressa outro agente, por exemplo, um agente que intensifica
a atividade de uma célula T modificada. Por exemplo, numa modalidade, o agente
pode ser um agente que inibe uma molécula inibitéria. As moléculas inibidoras, por
exemplo, podem, em algumas modalidades, diminuir a capacidade de uma célula
T modificada para montar uma resposta efetora imunolégica. Exemplos de
moléculas inibidoras incluem PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA,
BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 e TGFR beta. Numa modalidade, o agente que

inibe uma molécula inibitéria compreende um primeiro polipeptideo, por exemplo,
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uma molécula inibitoria, associada a um segundo polipeptideo que fornece um sinal
positivo para a célula, por exemplo, um dominio de sinaliza¢&o intracelular descrito
no presente documento.

[0178] Sdo divulgados no presente documento os métodos para produzir
RNA transcrito in vitro que codifica TFPs. A presente divulgacdo também inclui uma
TFP que codifica o construto de RNA que pode ser diretamente transfectado numa
célula. Um método para gerar mRNA para uso em transfeccdo pode envolver
transcrigcao in vitro (IVT) de um modelo com iniciadores especialmente projetados,
seguidos pela adicdo de poliA, para produzir um construto que contém uma
sequéncia nao traduzida 3' e 5 (“UTR”), um cap 5 e/ou Sitio de Entrada de
Ribossomo Interna (IRES), o acido nucleico a ser expresso, € uma cauda poliA,
tipicamente 50 a 2000 bases em comprimento. O RNA entdo produzido pode
transfectar de modo eficaz tipos diferentes de células. Num aspecto, o modelo inclui
sequéncias para a TFP.

[0179] Num aspecto, a TFP anti-CD19 ou anti-BCMA é codificada por uma
RNA mensageira (mMRNA). Num aspecto, o mRNA que codifica a TFP anti-CD19 ou
anti-BCMA é introduzida numa célula T para producédo de uma célula T de TFP.
Numa modalidade, o TFP de RNA transcrito in vitro pode ser introduzido numa
célula como uma forma de transfeccdo transiente. O RNA € produzido por
transcrigdo in vitro com o uso de uma reagdo em cadeia do modelo gerado por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O DNA de interesse de qualquer fonte
pode ser diretamente convertido por PCR num modelo para sintese de mRNA in
vitro com o uso de iniciadores apropriados e RNA polimerase. A fonte do DNA pode
ser, por exemplo, DNA gendmico, plasmideo DNA, DNA de fago, cDNA, sequéncia
de DNA sintético ou qualquer outra fonte apropriada de DNA. O modelo desejavel
para transcricdo in vitro € uma TFP da presente divulgacdo. Numa modalidade, o
DNA a ser usado para PCR contém um quadro de leitura aberto. O DNA pode ser
de uma sequéncia de DNA de ocorréncia natural do genoma de um organismo.

Numa modalidade, o acido nucleico pode incluir algumas ou todas as regiées nao
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traduzidas 5’ e/ou 3’ (UTRs). O acido nucleico pode incluir éxons e introns. Numa
modalidade, o DNA a ser usado para PCR é uma sequéncia de acidos nucleicos
humana. Em outra modalidade, o DNA a ser usado para PCR é uma sequéncia de
acidos nucleicos humano incluindo as UTRs 5 e 3. O DNA pode ser
alternativamente uma sequéncia de DNA artificial que ndo € normalmente
expressada num organismo de ocorréncia natural. Uma sequéncia de DNA artificial
exemplificativa € uma que contém porgcdes de genes que sao ligados juntos para
formar um quadro de leitura aberto que codifica uma proteina de fusdo. As por¢cdes
de DNA que sao ligadas podem ser de um organismo Unico ou de mais que um
organismo.

[0180] PCR é usada para gerar um modelo para transcricao in vitro de mRNA
que é usada para transfeccdo. Os métodos para realizar PCR sédo bem conhecidos
na técnica. Os iniciadores para uso em PCR séo projetados para ter regides que
sao substancialmente complementares as regiées do DNA a serem usadas como
um modelo para a PCR. “Substancialmente complementar” conforme usado no
presente documento, se refere a sequéncias de nucleotideos em que uma maioria
ou todas as bases na sequéncia de iniciador s&o complementares, ou uma ou mais
bases sdo ndo complementares, ou ndo correspondidas. As sequéncias
substancialmente complementares podem anelar ou hibridizar com o DNA
destinado sob condi¢cbes de anelamento usadas para PCR. Os iniciadores podem
ser projetados para serem substancialmente complementares a qualquer porgéo
do modelo de DNA. Por exemplo, os iniciadores podem ser projetados para
amplificar a porcédo de um acido nucleico que € normalmente transcrita em células
(o quadro de leitura aberto), incluindo UTRs 5’ e 3'. Os iniciadores também podem
ser projetados para amplificar uma por¢cédo de um acido nucleico que codifica um
dominio particular de interesse. Numa modalidade, os iniciadores séo projetados
para amplificar a regido de codificacdo de um cDNA humano, incluindo todas ou
por¢cBes das UTRs 5’ e 3'. Os iniciadores Uteis para PCR podem ser gerados por

meétodos sintéticos que sdo bem conhecidos na técnica. “Iniciadores diretos” sao

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 79/168



72/149

iniciadores que contém uma regido de nucleotideos que sdo substancialmente
complementares aos nucleotideos no modelo de DNA que esta a montante da
sequéncia de DNA que serd amplificada. “A montante” é usado no presente
documento para se referir a uma localizacdo 5, a sequéncia de DNA a ser
amplificada em relacdo ao filamento de codificacdo. “Iniciadores reversos” sao
iniciadores que contém uma regido de nucleotideos que é substancialmente
complementar a um modelo de DNA de fita dupla que esta a jusante da sequéncia
de DNA que deve ser amplificada. “A jusante” é usado no presente documento para
se referir a uma localizacdo 3’, a sequéncia de DNA a ser amplificada em relagéo
ao filamento de codificacao.

[0181] Qualguer DNA polimerase util para PCR pode ser usada nos métodos
divulgados no presente documento. Os reagentes e polimerase estédo
comercialmente disponiveis a partir de varias fontes.

[0182] As estruturas quimicas com a capacidade para promover estabilidade
e/lou eficacia de tradugdo também podem ser usadas. O RNA tem
preferencialmente UTRs 5’ e 3'. Numa modalidade, a UTR 5’ tem entre um e 3000
nucleotideos em comprimento. O comprimento de sequéncias de UTR 5' e 3' a
serem adicionadas a regido de codificacdo pode ser alterado por meétodos
diferentes, incluindo, mas sem limitacdo, projetar iniciadores para PCR que anelam
em regifes diferentes das UTRs. Com o0 uso desta abordagem, o individuo de
habilidade comum na técnica pode modificar os comprimentos de UTR 5" e 3’
necessarios para alcancar a eficacia de traducao otimizada apos a transfeccao do
RNA transcrito.

[0183] As UTRs 5’ e 3’ podem ser as UTRs 5’ e 3’ enddgenas de ocorréncia
natural para o acido nucleico de interesse. Alternativamente, as sequéncias de UTR
gue sdo nao endogenas ao acido nucleico de interesse podem ser adicionadas
incorporando-se as sequéncias de UTR nos iniciadores direto e reverso ou por
quaisquer outras modificacbes do modelo. O uso de sequéncias de UTR que n&o

sdo enddégenas ao acido nucleico de interesse pode ser util para modificar a

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 80/168



73/149

estabilidade e/ou eficacia de traducdo do RNA. Por exemplo, se sabe que
elementos ricos em AU nas sequéncias de UTR 3’ podem diminuir a estabilidade
de mRNA. Portanto, UTRs de 3’ podem ser selecionadas ou projetadas para
aumentar a estabilidade do RNA transcrito com base nas propriedades de UTRs
que sao bem conhecidas na técnica.

[0184] Numa modalidade, a UTR de 5’ pode conter a sequéncia Kozak do
acido nucleico enddégeno. Alternativamente, quando uma UTR 5 que nédo é
enddgena ao acido nucleico de interesse é adicionada por PCR, conforme descrito
acima, uma sequéncia Kozak de consenso pode ser reprojetada adicionando-se a
sequénciade UTR 5'. As sequéncias Kozak podem aumentar a eficacia de traducgéo
de algumas transcricbes de RNA, mas ndo parece ser necessario que todos os
RNAs possibilitem a traducéo eficaz. O necessario para sequéncias Kozak para
muitos MRNAs é conhecido na técnica. Em outras modalidades a UTR 5’ pode ser
UTR 5’ de um virus de RNA cujo genoma de RNA é estavel em células. Em outras
modalidades, varios analogos de nucleotideo podem ser usados na UTR 3’ ou 5’
para impedir a degradacao de exonuclease do mRNA.

[0185] Para possibilitar a sintese de RNA de um modelo de DNA sem a
necessidade por clonagem de gene, um promotor de transcricdo deve ser ligado ao
modelo de DNA a montante da sequéncia a ser transcrita. Quando uma sequéncia
que funciona como um promotor para uma RNA polimerase é adicionada a
extremidade 5 do iniciador direto, o promotor de RNA polimerase se torna
incorporado ao produto de PCR a montante do quadro de leitura aberto sera
transcrito. Numa modalidade preferencial, o promotor € um promotor de polimerase
T7, conforme descrito em outra parte no presente documento. Outros promotores
Gteis incluem, mas sem limitacdo, promotores de RNA polimerase T3 e SP6. As
sequéncias de nucleotideo para promotores T7, T3 e SP6 sdo conhecidas na
técnica.

[0186] Em algumas modalidades, 0 mRNA tem tanto um cap na extremidade

5’ quanto uma cauda poli(A) 3’ que determina uma ligacéo de ribossomo, iniciacéo
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de mRNA de traducao e estabilidade na célula. Num modelo de DNA circular, por
exemplo, DNA de plasmideo, a RNA polimerase produz um produto concatemérico
longo que ndo é adequado para a expressao em células eucaridticas. A transcricdo
de DNA de plasmideo linearizada na extremidade da UTR 3’ resulta em mRNA
dimensionado normal que nao é eficaz em transfeccéo eucariotica até mesmo se
for poliadenilada apods a transcrigcao.

[0187] Num modelo de DNA linear, a RNA polimerase T7 de fago pode
estender a extremidade 3’ da transcricdo além da ultima base do modelo
(Schenborn e Mierendorf, Nuc Acids Res., 13:6223-6236 (1985); Nacheva e Berzal-
Herranz, Eur. J. Biochem., 270:1485-1465 (2003).

[0188] O método convencional de integracao de estiramentos de poliA/T num
modelo de DNA é clonagem molecular. Entretanto, a sequéncia poliA/T integrada
em DNA de plasmideo pode causar a instabilidade de plasmideo, que é o porqué
modelos de DNA de plasmideo obtidos de células bacterianas sédo altamente
contaminados com frequéncia com delecbes e outras aberragdes. Isto torna os
procedimentos de clonagem nado apenas trabalhosos e longos, como também
frequentemente ndo confiaveis. Por este motivo um método que permite a
construcdo de modelos de DNA com estiramento de poliA/T 3' sem a clonagem
altamente desejavel.

[0189] O segmento de poliA/T do modelo de DNA de transcricdo pode ser
produzido durante a PCR usando-se um iniciador reverso que contém uma cauda
poliT, como uma cauda de 100 T (tamanho pode ser 50 a 5000 T), ou apés a PCR
por qualquer outro método, incluindo, mas sem limitacdo, ligacdo de DNA ou
recombinacéo in vitro As caudas de poli(A) também fornecem a estabilidade aos
RNAs e reduzem sua degradacao. Em geral, o comprimento de uma cauda poli(A)
se correlaciona positivamente com a estabilidade do RNA transcrito. Numa
modalidade, a cauda poli(A) esta entre 100 e 5000 adenosinas.

[0190] As caudas de poli(A) de RNAs podem ser estendidas adicionalmente

apos a transcricao in vitro com o uso de uma poli(A) polimerase, como E. coli poliA
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polimerase (E-PAP). Numa modalidade, aumentar o comprimento de uma cauda
poli(A) de 100 nucleotideos para entre 300 e 400 nucleotideos resulta em cerca de
um aumento de duas vezes na eficicia de tradugdo do RNA. Adicionalmente, a
ligacdo de grupos quimicos diferentes a extremidade 3’ pode aumentar a
estabilidade de mRNA. Tal ligacéo pode conter nucleotideos modificados/artificiais,
aptameros e outros compostos. Por exemplo, os analogos de ATP podem ser
incorporados a cauda poli(A) com o uso de poli(A) polimerase. Os analogos de ATP
podem aumentar adicionalmente a estabilidade do RNA.

[0191] Os caps 5’ também podem fornecer a estabilidade a moléculas de
RNA. Em algumas modalidades, os RNAs produzidos pelos métodos divulgados no
presente documento incluem um cap 5’. O cap 5’ € fornecido com o0 uso de técnicas
conhecidas na arte e descritas no presente documento (Cougot, et al., Trends in
Biochem. Sci., 29:436-444 (2001); Stepinski, et al., RNA, 7:1468-1495 (2001);
Elango, et al., Biochim. Biophys. Res. Commun., 330:958-966 (2005)).

[0192] Os RNAs produzidos pelos métodos divulgados no presente
documento também podem conter uma sequéncia de sitio de entrada de ribossomo
interno (IRES). A sequéncia de IRES pode ser qualquer sequéncia viral,
cromossOmica ou artificialmente projetada que inicia a ligacdo de ribossomo
independente de cap a mRNA e facilita a iniciacao de traducdo. Quaisquer solutos
adequados para eletroporacdo de célula, os quais podem conter fatores que
facilitam a permeabilidade e viabilidade celulares, como agucares, peptideos,
lipidios, proteinas, antioxidantes e tensoativos podem ser incluidos.

[0193] O RNA pode ser introduzido em células-alvo com o uso de qualquer
um dentre varios métodos diferentes, por exemplo, métodos comercialmente
disponiveis que incluem, mas sem limitacao, eletroporacédo (Amaxa Nucleofector®-
Il (Amaxa Biosystems, Cologne, Alemanha)), ECM 830 (BTX) (Harvard Instruments,
Boston, Mass.) ou o Gene Pulser® Il (BioRad, Denver, Colo.), Multiporator®
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), transfeccdo mediada por lipossomo catiénico

com o uso de lipofeccdo, encapsulacdo de polimero, transfeccdo mediada por
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peptideo, ou sistemas de administracdo de particula biolistico, como “pistolas de
genes” (consultar, por exemplo, Nishikawa, et al. Hum Gene Ther., 12(8):861-870
(2001).

Acido Nucleico Recombinante que Codifica uma TFP e um Dominio
Constante de TCR

[0194] S&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
acidos nucleicos recombinantes que compreendem (a) uma sequéncia que codifica
uma proteina de fusédo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i)
uma subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cao de um
dominio extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatorio a partir de um dominio de
sinalizacao intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR
beta, e (ii) um anticorpo humano ou humanizado que compreende um dominio de
ligacdo ao antigeno; e (b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de
TCR, em que o dominio constante de TCR € um dominio constante de TCR alfa,
um dominio constante de TCR beta ou um dominio constante de TCR alfa e um
dominio constante de TCR beta; em que a subunidade de TCR e o anticorpo séo
operacionalmente ligados, e em que a TFP incorpora funcionalmente num
complexo de TCR quando expressada numa célula T.

[0195] Em alguns casos, o dominio constante de TCR se incorpora a um
complexo de TCR funcional quando expresso numa célula T. Em alguns casos, o
dominio constante de TCR se incorpora num mesmo complexo de TCR funcional
que o complexo de TCR funcional que incorpora a TFP quando expresso numa
célula T. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia que
codifica o dominio constante de TCR estdo contidas numa mesma molécula de
acido nucleico. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia
gue codifica o dominio constante de TCR estdo contidas em moléculas de acido
nucleico diferentes.

[0196] Em alguns casos, a subunidade de TCR e o dominio de anticorpo, o
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dominio de antigeno ou o ligante de ligacdo ou fragmento do mesmo sé&o
operacionalmente ligados por uma sequéncia ligante. Em alguns casos, a
sequéncia ligante compreende (G4S)n, em que n=1 a 4.

[0197]Em alguns casos, o dominio transmembranar € um dominio
transmembranar de TCR a partir de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa
ou TCR beta. Em alguns casos, o dominio intracelular € derivado de apenas CD3
épsilon, apenas CD3 gama, apenas CD3 delta, apenas TCR alfa ou apenas TCR
beta.

[0198] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende (i) pelo menos
uma porcao de um dominio extracelular de TCR, (ii) um dominio transmembranar
de TCR, e (iii) um dominio intracelular de TCR, em que pelo menos dois dentre (i),
(i), e (iil) sdo da mesma subunidade de TCR.

[0199] Em alguns casos, o dominio extracelular de TCR compreende um
dominio extracelular ou por¢do do mesmo de uma proteina selecionada do grupo
gue consiste numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, uma subunidade
de TCR de CD3 épsilon, uma subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade
de TCR de CD3 delta, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de
aminoacidos do mesmo que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20
modificacdes.

[0200] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
transmembranar que compreende um dominio transmembranar de uma proteina
selecionada do grupo que consiste numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR
beta, uma cadeia de TCR zeta, uma subunidade de TCR de CD3 épsilon, uma
subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade de TCR de CD3 delta, CD45,
CD4, CD5, CDS8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64, CD80, CD86,
CD134, CD137, CD154, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de
aminoacidos dos mesmos que tém pelo menos uma, mas ndo mais que 20
modificacdes.

[0201] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
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intracelular de TCR que compreende um dominio estimulatério de uma proteina
selecionada a partir de um dominio de sinalizag&o intracelular de CD3 épsilon, CD3
gama ou CD3 delta, ou uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos uma
modificacdo na mesma.

[0202] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatério de uma proteina
selecionada a partir de um dominio de sinaliza¢do funcional de 4-1BB e/ou um
dominio de sinalizacéo funcional de CD3 zeta, ou uma sequéncia de aminoacidos
que tem pelo menos uma modificagdo na mesma.

[0203]Em alguns casos, 0 &acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio coestimulatorio. Em alguns
casos, o dominio coestimulatorio compreende um dominio de sinalizagédo funcional
de uma proteina selecionada do grupo que consiste em OX40, CD2, CD27, CD28,
CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), e 4-1BB (CD137), e
sequéncias de aminoacidos da mesma que tém pelo menos uma, mas ndo mais
gue 20 modificagbes nas mesmas.

[0204] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um motivo de
ativacado a base de tirosina de imunorreceptor (ITAM) de uma subunidade de TCR
que compreende um ITAM ou por¢cdo do mesmo de uma proteina selecionada do
grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de
CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama, subunidade de TCR de CD3 delta,
cadeia de TCR zeta, cadeia de receptor Fc épsilon 1, cadeia de receptor Fc épsilon
2, cadeia de receptor Fc gama 1, cadeia de receptor Fc gama 2a, cadeia de receptor
Fc gama 2b1l, cadeia de receptor Fc gama 2b2, cadeia de receptor Fc gama 3a,
cadeia de receptor Fc gama 3b, cadeia de receptor Fc beta 1, TYROBP (DAP12),
CD5, CD16a, CD16b, CD22, CD23, CD32, CD64, CD79a, CD79hb, CD89, CD278,
CD66d, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de aminoacidos dos
mesmos que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20 modificacdes nas

mesmas. Em alguns casos, o ITAM substitui um ITAM de CD3 gama, CD3 delta ou
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CD3 épsilon. Em alguns casos, o ITAM é selecionado do grupo que consiste em
subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade
de TCR de CD3 gama, e subunidade de TCR de CD3 delta e substitui um ITAM
diferente selecionado do grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta,
subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama e
subunidade de TCR de CD3 delta.

[0205] Em alguns casos, a TFP, o dominio constante de TCR alfa, o0 dominio
constante de TCR beta, e qualquer combinagdo dos mesmos € capaz de interagir
funcionalmente com um complexo de TCR enddgeno e/ou pelo menos um
polipeptideo de TCR enddgeno. Em alguns casos, (a) o dominio constante de TCR
€ um dominio constante de TCR alfa e a TFP funcionalmente se integra a um
complexo de TCR que compreende uma subunidade enddégena de TCR beta, CD3
épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacdo dos mesmos; (b) o dominio
constante de TCR é um dominio constante de TCR beta e a TFP se integra
funcionalmente num complexo de TCR que compreende uma subunidade
endogena de TCR alfa, CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacgéo
dos mesmos; ou (c) o dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR
alfa e um dominio constante de TCR beta e a TFP se integra funcionalmente num
complexo de TCR que compreende uma subunidade enddégena de CD3 épsilon,
CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacdo dos mesmos.

[0206] Em alguns casos, a pelo menos uma, mas nao mais que 20
modificacdes no mesmo compreendem uma modificacdo de um aminoacido que
medeia a sinalizacdo celular ou uma modificagdo de um aminoacido que é
fosforilado em resposta a um ligante que se liga a TFP.

[0207]Em alguns casos, o anticorpo humano ou humanizado é um
fragmento de anticorpo. Em alguns casos, o fragmento de anticorpo € um scFv, um
dominio de anticorpo de dominio Unico, um dominio VH ou um dominio VL. Em
alguns casos, o0 anticorpo humano ou humanizado que compreende um dominio de

ligacdo ao antigeno € selecionado de um grupo que consiste num dominio de
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ligacdo anti-CD19, dominio de ligacdo antiantigeno de maturacédo de célula B
(BCMA), dominio de ligagédo antimesotelina (MSLN), dominio de ligagédo anti-CD22,
dominio de ligag&o anti-PD-1, dominio de ligacdo anti-BAFF ou receptor BAFF, e
dominio de ligagédo anti-ROR-1.

[0208] Em alguns casos, o acido nucleico é selecionado do grupo que
consiste num DNA e um RNA. Em alguns casos, o acido nucleico € um mRNA. Em
alguns casos, o0 acido nucleico recombinante compreende um analogo de acido
nucleico, em que o analogo de acido nucleico ndo estd numa sequéncia de
codificagdo do acido nucleico recombinante. Em alguns casos, o analogo nucleico
é selecionado a partir do grupo que consiste em 2’-O-metila, 2’-O-metoxietila (2’-O-
MOE), 2’-O-aminopropila, 2’-desoxi, T-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-aminopropila (2'-O-
AP), 2'-O-dimetilaminoetila (2'-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropila (2’-O-DMAP),
T-O-dimetilaminoetiloxietila (2’-O-DMAEOE), 2’-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA)
modificado, um acido nucleico blogueado (LNA), um acido etileno nucleico (ENA),
um acido nucleico de peptideo (PNA), um &cido 1',5’- anidro-hexitol nucleico (HNA),
um morfolino, um nucleotideo de metilfosfonato, um nucleotideo tiolfosfonato, e um
2’-fluoro N3-P5’-fosforamidita.

[0209]Em alguns casos, 0 acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia de iniciacdo. Em alguns casos, o acido nucleico
recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia promotora. Em alguns
casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia
gue codifica uma cauda poli(A). Em alguns casos, o0 acido nucleico recombinante
compreende adicionalmente uma sequéncia 3'UTR. Em alguns casos, o acido
nucleico € um acido nucleico isolado ou um &cido nucleico de ocorréncia ndo
natural. Em alguns casos, o acido nucleico é um acido nucleico transcrito in vitro.

[0210]Em alguns casos, o &acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio transmembranar de TCR
alfa. Em alguns casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente

uma sequéncia que codifica um dominio transmembranar de TCR beta. Em alguns
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casos, o0 acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia
qgue codifica um dominio transmembranar de TCR alfa e uma sequéncia que
codifica um dominio transmembranar de TCR beta.

[0211] S&o divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
acidos nucleicos recombinantes que compreendem (a) uma sequéncia que codifica
uma proteina de fusdo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i)
uma subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cdo de um
dominio extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatério a partir de um dominio de
sinalizacédo intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR
beta, e (i) um ligante de ligacdo ou um fragmento do mesmo que é capaz de se
ligar a um anticorpo ou fragmento do mesmo; e (b) uma sequéncia que codifica um
dominio constante de TCR, em que o dominio constante de TCR é um dominio
constante de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio
constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta; em que a subunidade
de TCR e o ligante de ligagdo ou fragmento do mesmo s&o operacionalmente
ligados, e em que a TFP incorpora funcionalmente a um complexo de TCR quando
expressada numa célula T. Em alguns casos, o ligante de ligacdo € capaz de se
ligar a um dominio de Fc do anticorpo. Em alguns casos, o ligante de ligacdo é
capaz de se ligar seletivamente a um anticorpo de IgG1. Em alguns casos, o ligante
de ligacdo é capaz de se ligar especificamente a um anticorpo de IgG1. Em alguns
casos, o anticorpo ou fragmento do mesmo se liga a um antigeno de superficie
celular. Em alguns casos, o anticorpo ou fragmento do mesmo se liga a um antigeno
de superficie celular sobre a superficie de uma célula de tumor. Em alguns casos,
o ligante de ligacdo compreende um mondémero, um dimero, um trimero, um
tetramero, um pentamero, um hexamero, um heptamero, um octdomero, um
nonamero ou um decamero. Em alguns casos, o ligante de ligagédo ndo compreende
um anticorpo ou fragmento do mesmo. Em alguns casos, o ligante de ligacao

compreende um polipeptideo de CD16 ou fragmento do mesmo. Em alguns casos,
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o ligante de ligacdo compreende um polipeptideo de ligacdo a CD16. Em alguns
casos, o ligante de ligacdo é humano ou humanizado. Em alguns casos, o &cido
nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica um anticorpo ou fragmento do mesmo capaz de ser ligado
pelo ligante de ligacdo. Em alguns casos, o anticorpo ou fragmento do mesmo é
capaz de ser secretado a partir de uma célula.

[0212] Em alguns casos, o dominio constante de TCR se incorpora a um
complexo de TCR funcional quando expresso numa célula T. Em alguns casos, o
dominio constante de TCR se incorpora hum mesmo complexo de TCR funcional
gue o complexo de TCR funcional que incorpora a TFP quando expresso numa
célula T. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia que
codifica o dominio constante de TCR estdo contidas numa mesma molécula de
acido nucleico. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia
gue codifica o dominio constante de TCR estdo contidas em moléculas de acido
nucleico diferentes.

[0213] Em alguns casos, a subunidade de TCR e o dominio de anticorpo, 0
dominio de antigeno ou o ligante de ligacdo ou fragmento do mesmo sé&o
operacionalmente ligados por uma sequéncia ligante. Em alguns casos, a
sequéncia ligante compreende (G4S)n, em que n=1 a 4.

[0214]Em alguns casos, o dominio transmembranar € um dominio
transmembranar de TCR a partir de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa
ou TCR beta. Em alguns casos, o dominio intracelular € derivado de apenas CD3
épsilon, apenas CD3 gama, apenas CD3 delta, apenas TCR alfa ou apenas TCR
beta.

[0215] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende (i) pelo menos
uma porcao de um dominio extracelular de TCR, (ii) um dominio transmembranar
de TCR, e (iii) um dominio intracelular de TCR, em que pelo menos dois dentre (i),
(i), e (iif) sdo da mesma subunidade de TCR.

[0216] Em alguns casos, o dominio extracelular de TCR compreende um
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dominio extracelular ou porcdo do mesmo de uma proteina selecionada do grupo
gue consiste numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, uma subunidade
de TCR de CD3 épsilon, uma subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade
de TCR de CD3 delta, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de
aminoacidos do mesmo que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20
modificacdes.

[0217]Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
transmembranar que compreende um dominio transmembranar de uma proteina
selecionada do grupo que consiste numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR
beta, uma cadeia de TCR zeta, uma subunidade de TCR de CD3 épsilon, uma
subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade de TCR de CD3 delta, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64, CD80, CD86,
CD134, CD137, CD154, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de
aminoacidos dos mesmos que tém pelo menos uma, mas ndo mais que 20
modificacdes.

[0218] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
intracelular de TCR que compreende um dominio estimulatério de uma proteina
selecionada a partir de um dominio de sinalizacéo intracelular de CD3 épsilon, CD3
gama ou CD3 delta, ou uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos uma
modificacdo na mesma.

[0219] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatério de uma proteina
selecionada a partir de um dominio de sinalizagdo funcional de 4-1BB e/ou um
dominio de sinalizac&o funcional de CD3 zeta, ou uma sequéncia de aminoacidos
que tem pelo menos uma modificacdo na mesma.

[0220]Em alguns casos, o &acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio coestimulatorio. Em alguns
casos, o dominio coestimulatorio compreende um dominio de sinaliza¢éo funcional

de uma proteina selecionada do grupo que consiste em OX40, CD2, CD27, CD28,
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CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), e 4-1BB (CD137), e
sequéncias de aminoacidos da mesma que tém pelo menos uma, mas ndo mais
gque 20 modificagbes nas mesmas.

[0221] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um motivo de
ativacado a base de tirosina de imunorreceptor (ITAM) de uma subunidade de TCR
que compreende um ITAM ou por¢cdo do mesmo de uma proteina selecionada do
grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de
CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama, subunidade de TCR de CD3 delta,
cadeia de TCR zeta, cadeia de receptor Fc épsilon 1, cadeia de receptor Fc épsilon
2, cadeia de receptor Fc gama 1, cadeia de receptor Fc gama 2a, cadeia de receptor
Fc gama 2bl, cadeia de receptor Fc gama 2b2, cadeia de receptor Fc gama 3a,
cadeia de receptor Fc gama 3b, cadeia de receptor Fc beta 1, TYROBP (DAP12),
CD5, CD16a, CD16b, CD22, CD23, CD32, CD64, CD79a, CD79b, CD89, CD278,
CD66d, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de aminoacidos dos
mesmos que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20 modificacdes nas
mesmas. Em alguns casos, o ITAM substitui um ITAM de CD3 gama, CD3 delta ou
CD3 épsilon. Em alguns casos, o ITAM é selecionado do grupo que consiste em
subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade
de TCR de CD3 gama, e subunidade de TCR de CD3 delta e substitui um ITAM
diferente selecionado do grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta,
subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama e
subunidade de TCR de CD3 delta.

[0222] Em alguns casos, a TFP, o dominio constante de TCR alfa, o0 dominio
constante de TCR beta, e qualquer combinagcdo dos mesmos é capaz de interagir
funcionalmente com um complexo de TCR enddgeno e/ou pelo menos um
polipeptideo de TCR enddgeno. Em alguns casos, (a) o dominio constante de TCR
€ um dominio constante de TCR alfa e a TFP funcionalmente se integra a um
complexo de TCR gue compreende uma subunidade enddégena de TCR beta, CD3

épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacdo dos mesmos; (b) o dominio
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constante de TCR é um dominio constante de TCR beta e a TFP se integra
funcionalmente num complexo de TCR que compreende uma subunidade
endogena de TCR alfa, CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacgéo
dos mesmos; ou (c) o dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR
alfa e um dominio constante de TCR beta e a TFP se integra funcionalmente num
complexo de TCR que compreende uma subunidade enddégena de CD3 épsilon,
CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacdo dos mesmos.

[0223]Em alguns casos, a pelo menos uma, mas nao mais que 20
modificacdes no mesmo compreendem uma modificacdo de um aminoacido que
medeia a sinalizagdo celular ou uma modificacdo de um aminoacido que é
fosforilado em resposta a um ligante que se liga a TFP.

[0224]Em alguns casos, o anticorpo humano ou humanizado é um
fragmento de anticorpo. Em alguns casos, o fragmento de anticorpo € um scFv, um
dominio de anticorpo de dominio Unico, um dominio VH ou um dominio VL. Em
alguns casos, o0 anticorpo humano ou humanizado que compreende um dominio de
ligacdo ao antigeno € selecionado de um grupo que consiste num dominio de
ligacdo anti-CD19, dominio de ligacdo antiantigeno de maturacédo de célula B
(BCMA), dominio de ligacdo antimesotelina (MSLN), dominio de ligacéo anti-CD22,
dominio de ligac&o anti-PD-1, dominio de ligacdo anti-BAFF e dominio de ligacéo
anti-ROR-1.

[0225]Em alguns casos, 0 acido nucleico € selecionado do grupo que
consiste num DNA e um RNA. Em alguns casos, o acido nucleico € um mRNA. Em
alguns casos, o0 acido nucleico recombinante compreende um analogo de acido
nucleico, em que o analogo de acido nucleico ndo estd numa sequéncia de
codificacdo do acido nucleico recombinante. Em alguns casos, o analogo nucleico
é selecionado a partir do grupo que consiste em 2’-O-metila, 2’-O-metoxietila (2’-O-
MOE), 2’-O-aminopropila, 2’-desoxi, T-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-aminopropila (2'-O-
AP), 2'-O-dimetilaminoetila (2’-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropila (2’-O-DMAP),
T-O-dimetilaminoetiloxietila (2’-O-DMAEOE), 2’-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA)
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modificado, um acido nucleico bloqueado (LNA), um acido etileno nucleico (ENA),
um acido nucleico de peptideo (PNA), um &cido 1',5’- anidro-hexitol nucleico (HNA),
um morfolino, um nucleotideo de metilfosfonato, um nucleotideo tiolfosfonato, e um
2'-fluoro N3-P5’-fosforamidita.

[0226] Em alguns casos, 0 acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia de iniciacdo. Em alguns casos, o acido nucleico
recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia promotora. Em alguns
casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia
gue codifica uma cauda poli(A). Em alguns casos, o0 acido nucleico recombinante
compreende adicionalmente uma sequéncia 3'UTR. Em alguns casos, o acido
nucleico € um acido nucleico isolado ou um acido nucleico de ocorréncia nao
natural. Em alguns casos, o acido nucleico é um acido nucleico transcrito in vitro.

[0227]Em alguns casos, 0 acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio transmembranar de TCR
alfa. Em alguns casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente
uma sequéncia que codifica um dominio transmembranar de TCR beta. Em alguns
casos, o0 acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia
que codifica um dominio transmembranar de TCR alfa e uma sequéncia que
codifica um dominio transmembranar de TCR beta. Alternativamente, o acido
nucleico recombinante compreende uma sequéncia que codifica um TCR gama ou
TCR delta dominio, por exemplo, um dominio transmembranar.

[0228] S&o revelados no presente documento, em algumas modalidades, os
acidos nucleicos recombinantes que compreendem (a) uma sequéncia que codifica
uma proteina de fusdo (TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende (i)
uma subunidade de TCR que compreende (1) pelo menos uma por¢cdo de um
dominio extracelular de TCR, (2) um dominio transmembranar, e (3) um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatério a partir de um dominio de
sinalizacédo intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa ou TCR

beta, e (i) um dominio de antigeno que compreende um ligante ou um fragmento

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 94/168



87/149

do mesmo que se liga a um receptor ou polipeptideo expresso numa superficie de
uma célula; e (b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de TCR, em
gue o dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR alfa, um dominio
constante de TCR beta ou um dominio constante de TCR alfa e um dominio
constante de TCR beta; em que a subunidade de TCR e o dominio de antigeno séo
operacionalmente ligados, e em que o TFP se incorpora funcionalmente a um
complexo de TCR quando expresso numa célula T. Em alguns casos, o dominio de
antigeno compreende um ligante. Em alguns casos, o ligante se liga ao receptor de
uma célula. Em alguns casos, o ligante se liga ao polipeptideo expresso numa
superficie de uma célula. Em alguns casos, o receptor ou polipeptideo expresso
numa superficie de uma célula compreende um polipeptideo ou receptor de
resposta de estresse. Em alguns casos, o receptor ou polipeptideo expresso numa
superficie de uma célula € uma glicoproteina relacionada a MHC classe |. Em
alguns casos, a glicoproteina relacionada a MHC classe | é selecionada do grupo
gue consiste em MICA, MICB, RAET1E, RAET1G, ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4
e combinac¢fes dos mesmos. Em alguns casos, o dominio de antigeno compreende
um mondémero, um dimero, um trimero, a tetramero, um pentamero, um hexamero,
um heptamero, um octdmero, um nonamero ou um decamero. Em alguns casos, o
dominio de antigeno compreende um mondmero ou um dimero do ligante ou
fragmento do mesmo. Em alguns casos, o ligante ou fragmento do mesmo € um
mondmero, um dimero, um trimero, a tetramero, um pentamero, um hexamero, um
heptamero, um octémero, um nonamero ou um decamero. Em alguns casos, o
ligante ou fragmento do mesmo é um mondémero ou um dimero. Em alguns casos,
o dominio de antigeno ndo compreende um anticorpo ou fragmento do mesmo. Em
alguns casos, o dominio de antigeno ndo compreende uma regido variavel. Em
alguns casos, o dominio de antigeno nao compreende uma CDR. Em alguns casos,
o ligante ou fragmento do mesmo é um ligante de grupo Natural Killer 2D (NKG2D)
ou um fragmento do mesmo.

[0229] Em alguns casos, o dominio constante de TCR se incorpora a um
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complexo de TCR funcional quando expresso numa célula T. Em alguns casos, o
dominio constante de TCR se incorpora num mesmo complexo de TCR funcional
gue o complexo de TCR funcional que incorpora a TFP quando expresso numa
célula T. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia que
codifica o dominio constante de TCR estdo contidas numa mesma molécula de
acido nucleico. Em alguns casos, a sequéncia que codifica a TFP e a sequéncia
que codifica o dominio constante de TCR estdo contidas em moléculas de acido
nucleico diferentes.

[0230] Em alguns casos, a subunidade de TCR e o dominio de anticorpo, 0
dominio de antigeno ou o ligante de ligacdo ou fragmento do mesmo sé&o
operacionalmente ligados por uma sequéncia ligante. Em alguns casos, a
sequéncia ligante compreende (G4S)n, em que n=1 a 4.

[0231]Em alguns casos, o0 dominio transmembranar ¢ um dominio
transmembranar de TCR a partir de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, TCR alfa
ou TCR beta. Em alguns casos, o dominio intracelular € derivado de apenas CD3
épsilon, apenas CD3 gama, apenas CD3 delta, apenas TCR alfa ou apenas TCR
beta.

[0232] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende (i) pelo menos
uma porcao de um dominio extracelular de TCR, (ii) um dominio transmembranar
de TCR, e (iii) um dominio intracelular de TCR, em que pelo menos dois dentre (i),
(i), e (iif) sdo da mesma subunidade de TCR.

[0233]Em alguns casos, o dominio extracelular de TCR compreende um
dominio extracelular ou porcdo do mesmo de uma proteina selecionada do grupo
gue consiste numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, uma subunidade
de TCR de CD3 épsilon, uma subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade
de TCR de CD3 delta, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de
aminoacidos do mesmo que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20
modificacdes.

[0234] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
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transmembranar que compreende um dominio transmembranar de uma proteina
selecionada do grupo que consiste numa cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR
beta, uma cadeia de TCR zeta, uma subunidade de TCR de CD3 épsilon, uma
subunidade de TCR de CD3 gama, uma subunidade de TCR de CD3 delta, CD45,
CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64, CD80, CD86,
CD134, CD137, CD154, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de
aminoacidos dos mesmos que tém pelo menos uma, mas ndo mais que 20
modificacdes.

[0235] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
intracelular de TCR que compreende um dominio estimulatério de uma proteina
selecionada a partir de um dominio de sinalizacéo intracelular de CD3 épsilon, CD3
gama ou CD3 delta, ou uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos uma
modificacdo na mesma.

[0236] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um dominio
intracelular que compreende um dominio estimulatério de uma proteina
selecionada a partir de um dominio de sinalizagdo funcional de 4-1BB e/ou um
dominio de sinalizac&o funcional de CD3 zeta, ou uma sequéncia de aminoacidos
que tem pelo menos uma modificacdo na mesma.

[0237]Em alguns casos, 0 acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio coestimulatorio. Em alguns
casos, o dominio coestimulatorio compreende um dominio de sinaliza¢éo funcional
de uma proteina selecionada do grupo que consiste em OX40, CD2, CD27, CD28,
CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278), e 4-1BB (CD137), e
sequéncias de aminoacidos da mesma que tém pelo menos uma, mas nao mais
gue 20 modificacbes nas mesmas.

[0238] Em alguns casos, a subunidade de TCR compreende um motivo de
ativacao a base de tirosina de imunorreceptor (ITAM) de uma subunidade de TCR
que compreende um ITAM ou por¢cdo do mesmo de uma proteina selecionada do

grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de
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CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama, subunidade de TCR de CD3 delta,
cadeia de TCR zeta, cadeia de receptor Fc épsilon 1, cadeia de receptor Fc épsilon
2, cadeia de receptor Fc gama 1, cadeia de receptor Fc gama 2a, cadeia de receptor
Fc gama 2bl, cadeia de receptor Fc gama 2b2, cadeia de receptor Fc gama 3a,
cadeia de receptor Fc gama 3b, cadeia de receptor Fc beta 1, TYROBP (DAP12),
CD5, CD16a, CD16b, CD22, CD23, CD32, CD64, CD79a, CD79b, CD89, CD278,
CD66d, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequéncias de aminoacidos dos
mesmos que tém pelo menos uma, mas nao mais que 20 modificacdes nas
mesmas. Em alguns casos, o ITAM substitui um ITAM de CD3 gama, CD3 delta ou
CD3 épsilon. Em alguns casos, o ITAM é selecionado do grupo que consiste em
subunidade de TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade
de TCR de CD3 gama, e subunidade de TCR de CD3 delta e substitui um ITAM
diferente selecionado do grupo que consiste em subunidade de TCR de CD3 zeta,
subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama e
subunidade de TCR de CD3 delta.

[0239] Em alguns casos, a TFP, o dominio constante de TCR alfa, o0 dominio
constante de TCR beta, e qualquer combinagcdo dos mesmos é capaz de interagir
funcionalmente com um complexo de TCR enddgeno e/ou pelo menos um
polipeptideo de TCR enddgeno. Em alguns casos, (a) o0 dominio constante de TCR
€ um dominio constante de TCR alfa e a TFP funcionalmente se integra a um
complexo de TCR gue compreende uma subunidade enddégena de TCR beta, CD3
épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combina¢do dos mesmos; (b) o dominio
constante de TCR é um dominio constante de TCR beta e a TFP se integra
funcionalmente num complexo de TCR que compreende uma subunidade
endogena de TCR alfa, CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacéo
dos mesmos; ou (c) o dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR
alfa e um dominio constante de TCR beta e a TFP se integra funcionalmente num
complexo de TCR que compreende uma subunidade endégena de CD3 épsilon,

CD3 gama, CD3 delta, ou uma combinacdo dos mesmos.

Peticdo 870210031097, de 05/04/2021, pag. 98/168



91/149

[0240]Em alguns casos, a pelo menos uma, mas nao mais que 20
modificacdes no mesmo compreendem uma modificacdo de um aminoacido que
medeia a sinalizagdo celular ou uma modificacdo de um aminoacido que é
fosforilado em resposta a um ligante que se liga a TFP.

[0241]Em alguns casos, o anticorpo humano ou humanizado é um
fragmento de anticorpo. Em alguns casos, o fragmento de anticorpo € um scFv, um
dominio de anticorpo de dominio Unico, um dominio VH ou um dominio VL. Em
alguns casos, o0 anticorpo humano ou humanizado que compreende um dominio de
ligacdo ao antigeno € selecionado de um grupo que consiste num dominio de
ligacdo anti-CD19, dominio de ligacdo antiantigeno de maturacdo de célula B
(BCMA), dominio de ligacdo antimesotelina (MSLN), dominio de ligacéo anti-CD22,
dominio de ligac&o anti-BAFF, dominio de ligacdo anti-PD-1 e dominio de ligacéo
anti-ROR-1.

[0242] Em alguns casos, 0 acido nucleico € selecionado do grupo que
consiste num DNA e um RNA. Em alguns casos, o acido nucleico € um mRNA. Em
alguns casos, o0 acido nucleico recombinante compreende um analogo de acido
nucleico, em que o analogo de acido nucleico ndo estd numa sequéncia de
codificacdo do acido nucleico recombinante. Em alguns casos, o analogo nucleico
é selecionado a partir do grupo que consiste em 2’-O-metila, 2’-O-metoxietila (2’-O-
MOE), 2’-O-aminopropila, 2’-desoxi, T-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-aminopropila (2'-O-
AP), 2'-O-dimetilaminoetila (2’-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropila (2’-O-DMAP),
T-O-dimetilaminoetiloxietila (2’-O-DMAEOE), 2’-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA)
modificado, um acido nucleico bloqueado (LNA), um acido etileno nucleico (ENA),
um acido nucleico de peptideo (PNA), um &cido 1’,5’- anidro-hexitol nucleico (HNA),
um morfolino, um nucleotideo de metilfosfonato, um nucleotideo tiolfosfonato, e um
2’-fluoro N3-P5’-fosforamidita.

[0243]Em alguns casos, 0 &acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia de iniciagdo. Em alguns casos, o acido nucleico

recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia promotora. Em alguns
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casos, o0 acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia
gue codifica uma cauda poli(A). Em alguns casos, o0 acido nucleico recombinante
compreende adicionalmente uma sequéncia 3'UTR. Em alguns casos, o acido
nucleico € um acido nucleico isolado ou um &cido nucleico de ocorréncia néo
natural. Em alguns casos, o acido nucleico é um acido nucleico transcrito in vitro.

[0244]Em alguns casos, 0 acido nucleico recombinante compreende
adicionalmente uma sequéncia que codifica um dominio transmembranar de TCR
alfa. Em alguns casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente
uma sequéncia que codifica um dominio transmembranar de TCR beta. Em alguns
casos, o acido nucleico recombinante compreende adicionalmente uma sequéncia
que codifica um dominio transmembranar de TCR alfa e uma sequéncia que
codifica um dominio transmembranar de TCR beta.

[0245] Sdo adicionalmente divulgados no presente documento, em algumas
modalidades, os vetores que compreendem o &cido nucleico recombinante
divulgado no presente documento. Em alguns casos, o vetor é selecionado do
grupo que consiste num DNA, num RNA, num plasmideo, num vetor de lentivirus,
vetor adenoviral, um vetor viral adenoassociado (AAV), um vetor viral de sarcoma
de Rous (RSV), ou um vetor de retrovirus. Em alguns casos, o vetor € um vetor
AAV6. Em alguns casos, o vetor compreende adicionalmente um promotor. Em
alguns casos, o vetor € um vetor transcrito in vitro.

[0246] As sequéncias de &cido nucleico que codificam as moléculas
desejaveis podem ser obtidas com o uso de métodos recombinantes conhecidos
na técnica, como, por exemplo, triando-se bibliotecas de células que expressam o
gene, derivando-se o gene de um vetor conhecido por incluir o mesmo, ou isolando-
se o mesmo diretamente de células e tecidos que contém o mesmo, com o0 uso de
técnicas padrdo. Alternativamente, o gene de interesse pode ser produzido
sinteticamente, em vez de clonado.

[0247] A presente divulgacdo também fornece vetores em que um DNA da

presente divulgacéo € inserido. Os derivados de retrovirus, como o lentivirus, sao
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ferramentas adequadas para alcancar a transferéncia de gene a longo prazo visto
que permitem a integracdo estadvel a longo prazo de um transgene e sua
propagacdo em células-filhas. Os vetores lentivirais tém a vantagem adicionada
sobre vetores derivados de oncorretrovirus, como virus de leucemia murino por
poderem transduzir células n&o proliferantes, como hepatdcitos. Os mesmos
também tém a vantagem adicionada de baixa imunogenicidade.

[0248] Em outra modalidade, o vetor que compreende o acido nucleico que
codifica a TFP desejavel da presente divulgacdo é um vetor adenoviral (A5/35). Em
outra modalidade, a expressao de acidos nucleicos que codificam TFPs pode ser
alcancada com o uso de transposons, como sleeping beauty, crisper, CAS9 e
nucleases de dedo de zinco. Consultar abaixo June et al. 2009 Nature Reviews
Immunology 9.10: 704-716, o qual € incorporado ao presente documento a titulo de
referéncia.

[0249] Os construtos de expressdo da presente divulgacdo também podem
ser usados para imunizac¢do de &cido nucleico e terapia de gene, com o uso de
protocolos de administracdo de gene padrdo. Os métodos para administracdo de
genes sao conhecidos na técnica (consultar, por exemplo, Patentes n° U.S.
5.399.346, 5.580.859, 5.589.466, incorporadas a titulo de referéncia no presente
documento, em suas totalidades). Em outra modalidade, a presente divulgacéo
fornece um vetor de terapia de gene.

[0250] O &cido nucleico pode ser clonado em varios tipos de vetores. Por
exemplo, o &cido nucleico pode ser clonado num vetor incluindo, mas sem
limitacdo, um plasmideo, um fagomideo, um derivado de fago, um virus animal, e
um cosmideo. Os vetores de interesse particular incluem vetores de expressao,
vetores de replicacao, vetores de geracao de sonda e vetores de sequenciamento.

[0251] Adicionalmente, o vetor de expressao pode ser fornecido a uma célula
na forma de um vetor viral. A tecnologia de vetor viral € bem conhecida na técnica
e é descrita, por exemplo, em Sambrook et al., 2012, Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, volumes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY), e em outros
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manuais de biologia e virologia molecular. Os virus, 0s quais sdo Uteis como
vetores, incluem, mas sem limitagdo, retrovirus, adenovirus, virus
adenoassociados, virus da herpes e lentivirus. Em geral, um vetor adequado
contém uma origem de replicagdo funcional em pelo menos um organismo, uma
sequéncia promotora, sitios de endonuclease de restricdo conveniente, e um ou
mais marcadores selecionaveis, (por exemplo, documentos n® WO 01/96584; WO
01/29058; e Patente n® U.S. 6.326.193).

[0252] Varios sistemas de base viral foram desenvolvidos para transferéncia
de gene em células de mamiferos. Por exemplo, o retrovirus fornece uma
plataforma conveniente para sistemas de administracdo de gene. Um gene
selecionado pode ser inserido num vetor e empacotado em particulas retrovirais
com o uso de técnicas conhecidas na arte. O virus recombinante pode ser, entéo,
isolado e entregue a células do sujeito in vivo ou ex vivo. Varios sistemas retrovirais
sdo conhecidos na técnica. Em algumas modalidades, os vetores de adenovirus
sd8o usados. Varios vetores de adenovirus sdo conhecidos na técnica. Numa
modalidade, vetores de lentivirus sdo usados.

[0253] Os elementos promotores adicionais, por exemplo, intensificadores,
regulam a frequéncia de iniciacdo de transcricdo. Tipicamente, 0S mesmos estao
localizados na regido 30 a 110 bp a montante do sitio de inicio, embora varios
promotores tenham demonstrado conter elementos funcionais a jusante do sitio de
inicio. O espagcamento entre elementos promotores é frequentemente flexivel, de
modo que a funcdo de promotor seja preservada quando elementos séo invertidos
ou movidos um em relacdo ao outro. No promotor de timidina quinase (tk), o
espacamento entre elementos promotores pode ser aumentado para 50 bp de
distancia antes da atividade comecar a declinar. Dependendo do promotor, parece
gue elementos individuais podem  funcionar cooperativamente ou
independentemente para ativar a transcri¢ao.

[0254] Um exemplo de um promotor que tem capacidade para expressar um

transgene de TFP numa célula T de mamifero € o promotor EFl1a. O promotor EFla
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nativo aciona a expressdo da subunidade alfa do complexo de fator 1 de
alongamento, o qual € responsavel pela administracdo enzimatica de aminoacil
tRNAs ao ribossomo. O promotor EFla foi extensivamente usado em plasmideos
de expressado de mamifero e demonstrou ser eficaz no acionamento de expressao
de TFP de transgenes clonados num vetor lentiviral (consultar, por exemplo, Milone
et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-1464 (2009)). Outro exemplo de um promotor é a
sequéncia promotora de citomegalovirus (CMV) imediatamente inicial. Esta
sequéncia promotora é uma sequéncia promotora constitutiva forte com
capacidade para acionar altos niveis de expressdo de qualquer sequéncia de
polinucleotideo operacionalmente ligada & mesma. Entretanto, outras sequéncias
promotoras constitutivas também podem ser usadas, incluindo, mas sem limitacao,
o promotor inicial de virus de simio 40 (SV40), virus de tumor mamario de
camundongo (MMTV), promotor de repeticdo terminal longa (LTR) de virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), promotor de MoMuLV, um promotor de virus de
leucemia aviaria, um promotor inicial imediato de virus Epstein-Barr, um promotor
de virus de sarcoma de Rous, assim como promotores de gene humano, como,
mas sem limitacdo, o promotor de actina, o promotor de miosina, o promotor de
fator-la de alongamento, o promotor de hemoglobina e o promotor de creatina
quinase. Adicionalmente, a presente divulgacdo nédo deve ser limitada ao uso de
promotores constitutivos. Os promotores induziveis também sdo contemplados
como parte da presente divulgacdo. O uso de um promotor induzivel fornece uma
capacidade de comutacdo molecular para ativar a expressdo da sequéncia de
polinucleotideo que € operacionalmente ligada quando tal expressao € desejavel
ou desativar a expressao quando a expressdo nao é desejavel. Os exemplos de
promotores induziveis incluem, mas sem limitacdo, um promotor de metalotionina,
um promotor glicocorticoide, um promotor de progesterona e um promotor regulado
por tetraciclina.

[0255] A fim de avaliar a expressao de um polipeptideo de TFP ou porcdes

do mesmo, o vetor de expressao a ser introduzido numa ceélula também pode conter
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um gene marcador selecionavel ou um gene repérter ou tanto para facilitar a
identificacdo quanto a selecdo de células de expressédo da populacdo de células
das quais se busca sua transfec¢éo ou infec¢ao através de vetores virais. Em outros
aspectos, o marcador selecionavel pode ser carreado numa peca separada de DNA
e usado num procedimento de cotransfeccdo. Tanto os marcadores selecionaveis
quanto 0s genes reporteres podem ser flanqueados com as sequéncias
reguladoras apropriadas para possibilitar a expresséo nas células hospedeiras. Os
marcadores seleciondveis Uteis incluem, por exemplo, genes de resisténcia
antibiética, como neo e semelhantes.

[0256] Os genes reporter sdo usados para identificar células potencialmente
transfectadas e para avaliar a funcionalidade de sequéncias reguladoras. Em geral,
um gene reporter € um gene que nao esta presente em ou expresso pelo organismo
ou tecido recipiente e que codifica um polipeptideo cuja expressao € manifestada
por alguma propriedade facilmente detectavel, por exemplo, atividade enzimatica.
A expresséao do gene repdrter € avaliada num tempo adequado apds o DNA ter sido
introduzido nas células receptoras. Os genes reporteres adequados podem incluir
genes que codificam a luciferase, beta-galactosidase, acetil transferase de
cloranfenicol, fosfatase alcalina secretada, ou o gene de proteina fluorescente
verde (por exemplo, Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479: 79-82). Os sistemas de
expressao adequados sao bem conhecidos e podem ser preparados com o uso de
técnicas conhecidas ou obtidas comercialmente. Em geral, o construto com a regiao
de flanqueamento 5’ minima que mostra o nivel mais alto de expressdo de gene
repérter é identificado como o promotor. Tais regides de promotor podem ser
ligadas a um gene repdrter e usadas para avaliar os agentes para a capacidade
para modular a transcricdo acionada por promotor.

[0257] Os métodos para introduzir e expressar genes numa célula séo
conhecidos na técnica. no contexto de um vetor de expressdo, o0 vetor pode ser
prontamente introduzido numa célula hospedeira, por exemplo, célula de

mamiferos, bacterianas, de levedura ou insetos por qualquer método na técnica.
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Por exemplo, o vetor de expresséo pode ser transferido para uma célula hospedeira
por meios fisicos, quimicos ou biolégicos.

[0258] Os métodos fisicos para introduzir um polinucleotideo a uma célula
hospedeira incluem precipitacdo de fosfato de célcio, lipofeccdo, bombardeio de
particulas, microinjecao, eletroporacéo e semelhantes. Os métodos para produzir
células que compreendem vetores e/ou acidos nucleicos exdgenos sao bem
conhecidos na técnica. Consultar, por exemplo, Sambrook et al., 2012, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, volumes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY). Um
método preferencial para a introdu¢cdo de um polinucleotideo a uma célula
hospedeira é transfeccao de fosfato de célcio.

[0259] Os métodos bioldgicos para introduzir um polinucleotideo de interesse
numa célula hospedeira incluem o uso de vetores de DNA e RNA. Os vetores virais,
e especialmente vetores retrovirais, se tornaram o método mais amplamente
usados para inserir genes em mamiferos, por exemplo, células humanas. Outros
vetores virais podem ser derivados de lentivirus, poxvirus, virus de herpes simples
I, adenovirus e virus adenoassociado, e semelhantes (consultar, por exemplo,
Patentes n° U.S. 5.350.674 e 5.585.362.

[0260] Os meios quimicos para introduzir um polinucleotideo numa célula
hospedeira incluem sistemas de dispersdo coloidais, como complexos de
macromolécula, nanocépsulas, microesferas, esferas, e sistemas a base de lipidio
incluindo emulsdes de 6leo em agua, micelas, micelas misturadas e lipossomos.
Um sistema coloidal exemplificativo para uso como um veiculo de administracao in
vitro e in vivo € um lipossomo (por exemplo, uma vesicula de membrana artificial).
Outros métodos de administracdo alvejada de estado da técnica de acidos
nucleicos estdo disponiveis, como administracdo de polinucleotideos com
nanoparticulas alvejadas ou outro sistema de administracdo dimensionada de
submicrons adequada.

[0261] No caso em que um sistema de administracdo ndo viral € utilizado,

um veiculo de administracdo exemplificativo € um lipossomo. O uso de formulacdes
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de lipidio é contemplado para a introducdo dos acidos nucleicos numa célula
hospedeira (in vitro, ex vivo ou in vivo). Em outro aspecto, o acido nucleico pode
ser associado a um lipidio. O &cido nucleico associado a um lipidio pode ser
encapsulado no interior aquoso de um lipossomo, intercalado na bicamada de
lipidio de um lipossomo, ligado a um lipossomo por meio de uma molécula de
ligacdo que é associada tanto ao lipossomo quanto ao oligonucleotideo, retido num
lipossomo, complexado com um lipossomo, dispersado numa solucdo que contém
um lipidio, misturado com um lipidio, combinado com um lipidio, contido como uma
suspensao num lipidio, contido ou complexado com uma micela, ou associado de
outro modo a um lipidio. As composi¢Bes associadas a lipidio, lipidio/DNA ou
lipidio/vetor de expressdo ndo sao limitadas a qualquer estrutura particular em
solucdo. Por exemplo, as mesmas podem estar presentes numa estrutura de
bicamada, como micelas, ou com uma estrutura “colapsada”. As mesmas tambéem
podem ser simplesmente intercaladas numa solug&o, possivelmente formando
agregados que ndo sdo uniformes em tamanho ou formato. Os lipidios sé&o
substancias graxas que podem ser lipidios sintéticos ou de ocorréncia natural. Por
exemplo, os lipidios incluem as goticulas graxas que ocorrem naturalmente no
citoplasma, assim como a classe de compostos que contém hidrocarbonetos
alifaticos de cadeia longa e seus derivados, como acidos graxos, alcoois, aminas,
aminoalcoois, e aldeidos.

[0262] Os lipidios adequados para uso podem ser obtidos a partir de fontes
comerciais. Por exemplo, dimiristil fosfatidilcolina (“DMPC”) pode ser obtida de
Sigma, St. Louis, Mo.; fosfato de dicetila (“DCP”) pode ser obtido de K & K
Laboratories (Plainview, N.Y.); colesterol (“Choi”) pode ser obtido de Calbiochem-
Behring; dimiristil fosfatidilglicerol (‘“DMPG”) e outros lipidios podem ser obtidos de
Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, Ala.). As solu¢@es de estoque de lipidios em
cloroférmio ou cloroférmio/metanol podem ser armazenadas a cerca de -20 °C. O
cloroféormio é usado como o0 Unico solvente, visto que € mais prontamente

evaporado do que o metanol. “Lipossomo” é um termo genérico que abrange uma
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variedade de veiculos de lipidio Unicos e multilamelares formados pela geracéao de
bicamadas de lipidio envolvidas ou agregados. Os lipossomos podem ser
caracterizados como tendo estruturas vesiculares com uma membrana de
bicamada fosfolipidica e um meio aquoso interno. Os lipossomos multilamelares
tém multiplas camadas de lipidio separadas por meio aquoso. Os mesmos se
formam espontaneamente quando os fosfolipidios sdo suspensos num excesso de
solucdo aquosa. Os componentes de lipidio sdo submetidos a autorredisposi¢ao
antes da formacao de estruturas fechadas e retém agua e solutos dissolvidos entre
as bicamadas de lipidio (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-510). Entretanto,
as composic¢des que tém estruturas diferentes em solugdo em relacdo a estrutura
vesicular normal também sao abrangidas. Por exemplo, os lipidios podem assumir
uma estrutura micelar ou meramente existir como agregados ndo uniformes de
moléculas de lipidio. Também s&o contemplados os complexos de lipofectamina-
acido nucleico.

[0263] Independentemente do método usado para introduzir &cidos nucleicos
exdgenos numa célula hospedeira ou expor de outro modo uma célula ao inibidor
da presente divulgacdo, a fim de confirmar a presenca da sequéncia de DNA
recombinante na célula hospedeira, uma variedade de ensaios pode ser realizada.
Tais ensaios incluem, por exemplo, ensaios “biolégicos moleculares” bem
conhecidos por aqueles versados na técnica, como técnica de Southern e Northern
blot, RT-PCR e PCR; ensaios “bioquimicos”, como detectando a presenca ou
auséncia de um peptideo particular, por exemplo, por meios imunoldgicos (ELISAs
e western blots) ou por ensaios descritos no presente documento para identificar
agentes dentro do escopo da presente divulgacao.

[0264] A presente divulgacdo fornece adicionalmente um vetor que
compreende uma TFP que codifica molécula de acido nucleico. Num aspecto, um
vetor de TFP pode ser diretamente transduzido numa célula, por exemplo, uma
célula T. Num aspecto, o vetor € um vetor de clonagem ou expresséo, por exemplo,

um vetor incluindo, mas sem limitacdo, um ou mais plasmideos (por exemplo,
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plasmideos de expressdo, vetores de clonagem, minicirculos, minivetores,
cromossomos de minuto duplo), construtos lentivirais de vetor e retrovirais. Num
aspecto, o vetor tem capacidade para expressar o construto de TFP em células T
de mamiferos. Num aspecto, a célula T de mamifero é uma célula T humana.

CELULAS MODIFICADAS T

[0265] Sdo divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
células T modificadas que compreende o acido nucleico recombinante divulgado
no presente documento, ou os vetores divulgados no presente documento; em que
a célula T modificada compreende uma ruptura funcional de um TCR enddgeno.
Também séo divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
células T modificadas que compreendem a sequéncia que codifica a TFP do acido
nucleico divulgado no presente documento ou uma TFP codificada pela sequéncia
do acido nucleico divulgado no presente documento, em que a célula T modificada
compreende uma ruptura funcional de um TCR endégeno. Sao adicionalmente
divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as células T
alogénicas modificadas que compreendem a sequéncia que codifica a TFP
divulgada no presente documento ou uma TFP codificada pela sequéncia do acido
nucleico divulgado no presente documento.

[0266] Em alguns casos, a célula T compreende adicionalmente uma
sequéncia heteréloga que codifica um dominio constante de TCR, em que o
dominio constante de TCR é um dominio constante de TCR alfa, um dominio
constante de TCR beta ou um dominio constante de TCR alfa e um dominio
constante de TCR beta. Em alguns casos, o TCR enddgeno que € funcionalmente
interrompido € uma cadeia de TCR alfa endogena, uma cadeia de TCR beta
endogena, ou uma cadeia de TCR alfa enddgena e uma cadeia de TCR beta
enddégena. Em alguns casos, o TCR enddgeno que é funcionalmente interrompido
tem ligacéo reduzida ao complexo de MHC-peptideo em comparagdo com aquela
de uma célula T de controle ndo modificada. Em alguns casos, a ruptura funcional

€ uma ruptura de um gene que codifica o0 TCR enddgeno. Em alguns casos, a
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ruptura de um gene que codifica 0 TCR enddogeno € uma remocao de uma
sequéncia do gene que codifica o TCR enddgeno a partir do genoma de uma célula
T. Em alguns casos, a célula T € uma célula T humana. Em alguns casos, a célula
T é uma célula T CD8+ ou CD4+. Em alguns casos, a célula T é uma célula T
alogénica. Em alguns casos, as células T modificadas compreendem
adicionalmente um acido nucleico que codifica uma molécula inibitéria que
compreende um primeiro polipeptideo que compreende pelo menos uma por¢ao de
uma molécula inibitéria, associada a um segundo polipeptideo que compreende um
sinal positivo de um dominio de sinalizagdo intracelular. Em alguns casos, a
molécula inibitéria compreende o primeiro polipeptideo que compreende pelo
menos uma porcéo de PD1 e o segundo polipeptideo que compreende um dominio
coestimulatorio e dominio de sinalizagc&o primario.

FONTES DE CELULAS T

[0267] Anterior & expansao e a modificacdo genética, uma fonte de células T
€ obtida de um sujeito. O termo “sujeito” é destinado a incluir organismos vivos nos
quais uma resposta imunologica pode ser elicitada (por exemplo, mamiferos). Os
exemplos de sujeitos incluem seres humanos, cées, gatos, camundongos, ratos e
espécies transgénicas dos mesmos. As células T podem ser obtidas a partir de
varias fontes, incluindo células mononucleares de sangue periférico, medula éssea,
tecido de linfonodo, sangue de corddao umbilical, tecido de timo, tecido de um sitio
de infeccao, asciite, efusao pleural, tecido de bago e tumores. Em certos aspectos
da presente divulgacéo, qualquer numero de linhagens de célula T disponiveis na
técnica pode ser usado. Em certos aspectos da presente divulgacao, as células T
podem ser obtidas de uma unidade de sangue coletado de um sujeito com 0 uso
de qualquer nimero de técnicas conhecidas pelo sujeito versado na técnica, como
separacdo de Ficoll™. Num aspecto preferencial, as células do sangue de
circulacdo de um individuo sdo obtidas por aferese. O produto de aferese contém
tipicamente linfécitos, incluindo células T, mondcitos, granuldcitos, células B, outros

glébulos brancos nucleados, glébulos vermelhos e plaguetas. Num aspecto, as
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células coletadas por aferese podem ser lavadas para remover a fracdo de plasma
e colocar as células num tampdo apropriado ou meios para etapas de
processamento subsequentes. Num aspecto da presente divulgacdo, as células
sdo lavadas com solucdo salina tamponada de fosfato (PBS). Num aspecto
alternativo, a solucéo de lavagem nao tem calcio e pode néo ter magnésio ou pode
nao ter muitos (se ndo todos) os cations divalentes. As etapas de ativacao inicial
na auséncia de calcio podem levar a ativacdo ampliada. Como aqueles de
habilidade comum na técnica observariam prontamente, uma etapa de lavagem
pode ser alcangada por métodos conhecidos por aqueles na técnica, como usando-
se uma centrifuga de “fluxo atravessante” semiautomatizada (por exemplo, o
processador de células Cobe® 2991, o Baxter OncologyCytoMate, ou o
Haemonetics® Cell Saver® 5) de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos a
lavagem, as células podem ser ressuspensas numa variedade de tampdes
biocompativeis, como, por exemplo, livre de Ca, PBS livre de Mg, PlasmalLyte A,
ou outra solucao salina com ou sem tampao. Alternativamente, oS componentes
indesejaveis da amostra de aferese podem ser removidos, e as células diretamente
ressuspensas em meios de cultura.

[0268] Num aspecto, as células T sdo isoladas de linfocitos de sangue
periférico lisando-se os globulos vermelhos e depletando-se os mondcitos, por
exemplo, por centrifugacéo através de um gradiente PERCOLL® ou por elutriacdo
centrifuga contrafluxo. Uma subpopulacéo especifica de células T, como células T
CD3+, CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+, e CD45R0O+, podem ser adicionalmente
isoladas por técnicas de selecéo positivas ou negativas. Por exemplo, num aspecto,
as células T sao isoladas por incubacdo com esferas conjugadas anti-CD3/anti-
CD28 (por exemplo, 3x28), como DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, por um
periodo de tempo suficiente para selecdo positiva das células T desejaveis. Num
aspecto, o periodo de tempo é cerca de 30 minutos. Num aspecto adicional, o
periodo de tempo esta na faixa de 30 minutos a 36 horas ou mais e todos os valores

de namero inteiro estao entre a mesma. Num aspecto adicional, o periodo de tempo
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€ pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 horas. Em ainda outro aspecto preferencial, o
periodo de tempo € 10 a 24 horas. Num aspecto, o periodo de tempo de incubacéao
€ 24 horas. Os tempos de incubacdo mais longos podem ser usados para isolar
células T em qualquer situagdo em que ha poucas células T em comparagdo com
outros tipos de célula, como no isolamento de linfécitos infiltrantes de tumor (TIL)
de tecido tumoral ou de individuos imunocomprometidos. Adicionalmente, o uso de
tempos de incubac&o mais longos pode aumentar a eficacia de captura de células
T CD8+. Deste modo, simplesmente encurtando-se ou alongando-se o tempo
permite-se que as células T se liguem as esferas de CD3/CD28 e/ou aumentando-
se ou diminuindo-se a razdo entre esferas e células T (conforme descrito
adicionalmente no presente documento), as subpopulacdes de células T podem ser
preferencialmente selecionadas para ou contra uma iniciagdo de cultura ou em
outros pontos no tempo durante o processo. Adicionalmente, aumentando-se ou
diminuindo-se a razao entre anticorpos anti-CD3 e/ou anti-CD28 nas esferas ou
outra superficie, as subpopulacbes de células T podem ser preferencialmente
selecionadas para ou contra uma iniciagédo de cultura ou em outros pontos no tempo
desejaveis. O artesdo versado na técnica reconheceria que multiplos ciclos de
selecdo também podem ser usados no contexto desta presente divulgacdo. Em
certos aspectos, pode ser desejavel realizar o procedimento de selecdo e usar as
células “ndo selecionadas” no processo de ativacdo e expansdo. As células “ndo
selecionadas” também podem ser submetidas a ciclos adicionais de sele¢éo.
[0269] O enriguecimento de uma populagéo de célula T por sele¢céo negativa
pode ser alcancado com uma combinacdo de anticorpos direcionados a
marcadores de superficie Unicos para as células negativamente selecionadas. Um
meétodo é classificacdo de célula e/ou selecdo por meio de imunoaderéncia
magnética negativa ou citometria de fluxo que usa um coquetel de anticorpos
monoclonais direcionado a marcadores de superficie celular presentes nas células
negativamente selecionadas. Por exemplo, para enriquecer as células CD4+ por

selecdo negativa, um coquetel de anticorpo monoclonal inclui tipicamente os
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anticorpos para CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR e CD8. Em certos aspectos,
pode ser desejavel enriquecer para ou selecionar positivamente para as células T
reguladoras que expressam tipicamente CD4+, CD25+, CD62Lhi, GITR+, e
FoxP3+. Alternativamente, em certos aspectos, as células reguladoras T sao
depletadas por esferas conjugadas anti-C25 ou outro método similar de selecao.

[0270] Numa modalidade, uma populacao de célula T pode ser selecionada,
a qual expressa um ou mais dentre IFN-y TNF-alfa, IL-17A, IL-2, IL-3, IL-4, GM-
CSF, IL-10, IL-13, granzima B, e perforina, ou outras moléculas apropriadas, por
exemplo, outras citocinas. Os métodos para triagem para expressao de célula
podem ser determinados, por exemplo, pelos métodos descritos na Publicacdo PCT
n°: WO 2013/126712.

[0271] Para o isolamento de uma populacéo desejavel de células por selecao
positiva ou negativa, a concentracdo de células e superficie (por exemplo,
particulas, como esferas) pode ser variada. Em certos aspectos, pode ser desejavel
diminuir significativamente o volume em que as esferas e as células sdo misturadas
juntas (por exemplo, aumentar a concentragdo de células), para garantir o contato
maximo de células e esferas. Por exemplo, num aspecto, uma concentracao de 2
bilhdes de células/ml € usada. Num aspecto, uma concentracdo de 1 bilhdes de
células/ml € usada. Num aspecto adicional, mais que 100 milhdes de células/ml séo
usados. Num aspecto adicional, uma concentracdo de células de 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, ou 50 milhdes de células/ml é usada. Ainda num aspecto adicional, uma
concentragcdo de células de 75, 80, 85, 25, 30, 35, 90, 95, ou 100 milhdes de
células/ml é usada. Em aspectos adicionais, as concentracbes de 125 ou 150
milhdes de células/ml podem ser usadas. O uso de altas concentracdes pode
resultar em rendimento de célula aumentado, ativacdo de célula e expanséo de
célula. Adicionalmente, o uso de altas concentragcfes de célula permite a captura
mais eficaz de células que podem expressar fracamente os antigenos alvo de
interesse, como células T negativas CD28, ou de amostras em que ha muitas

células tumorais presentes (por exemplo, sangue leucémico, tecido de tumor, etc.).
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Tais populacdes de células podem ter valor terapéutico e seriam desejaveis de
obter. Por exemplo, o uso de alta concentracdo de células permite a sele¢cdo mais
eficaz de células T CD8+ que teriam normalmente a expressdo de CD28 mais fraca.

[0272] Num aspecto relacionado, pode ser desejavel usar concentracdes
mais baixas de células. Diluindo-se significativamente a mistura de células T e
superficie (por exemplo, particulas, como esferas), as interacfes entre as particulas
e células é minimizada. Isto seleciona células que expressam altas quantidades de
antigenos desejaveis a serem ligados as particulas. Por exemplo, as células T
CD4+ expressam niveis mais altos de CD28 e sao capturadas de modo mais eficaz
do que as células T CD8+ em concentracfes diluidas. Num aspecto, a
concentracdo de células usada é 5x10%ml. Em outros aspectos, a concentracdo
usada pode ser de cerca de 1x10°/ml a 1x10%/ml, e qualquer valor de nimero inteiro
entre as mesmas. Em outros aspectos, as células podem ser incubadas num rotor
por comprimentos variaveis de tempo em velocidades varidveis em 2 a 10 °C ou a
temperatura ambiente.

[0273] As células T para estimulo também podem ser congeladas apés uma
etapa de lavagem. Sem desejar se atrelar a teoria, 0 congelamento e a etapa de
descongelamento subsequente fornecem um produto mais uniforme removendo-se
granuldécitos e, até certo ponto, mondécitos na populacao de célula. Apos a etapa de
lavagem que remove plasma e plaguetas, as células podem ser suspensas numa
solugao de congelamento. Embora muitas solucdes e parametros de congelamento
sejam conhecidas na técnica e sejam Uteis neste contexto, um método envolve o
uso de PBS que contém DMSO 20% e albumina sérica humana 8%, ou meios de
cultura que contém Dextrano 40 10% e Dextrose 5%, Albumina Sérica Humana
20% e DMSO 7,5%, ou Plasmalyte-A 31,25%, Dextrose 5% 31,25%, NaCl 0,45%,
Dextrano 40 10% e Dextrose 5%, Albumina Sérica Humana 20% e DMSO 7,5% ou
outros meios de congelamento de célula adequados que contém por exemplo,
Hespan e Plasmalyte A, as células séo, entdo, congeladas a -80 °C a uma taxa de

1 por minuto e armazenadas na fase de vapor de um tanque de armazenamento
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de nitrogénio liquido. Outros métodos de congelamento controlado podem ser
usados assim como congelamento ndo controlado imediatamente a -20 °C ou em
nitrogénio liquido. Em certos aspectos, as ceélulas criopreservadas sao
descongeladas e lavadas conforme descrito no presente documento e permite-se
que repousem por uma hora a temperatura ambiente antes da ativagdo com o uso
dos métodos da presente divulgacao.

[0274] Também é contemplada no contexto da presente divulgacédo € a
coleta de amostras de sangue ou produto de aferese de um sujeito num periodo de
tempo antes de quando as células expandidas conforme descrito no presente
documento podem ser necessarias. Como tal, a fonte das células a serem
expandidas pode ser coletada em qualquer ponto no tempo necessario, e células
desejaveis, como células T, isoladas e congeladas para uso posterior em terapia
de célula T para quaisquer varias doencas ou afeccdes que se beneficiariam da
terapia de célula T, como aquelas descritas no presente documento. Num aspecto,
uma amostra sanguinea ou uma aferese € tomada de um sujeito geralmente
saudavel. Em certos aspectos, uma amostra sanguinea ou uma aferese é tomada
de um sujeito geralmente saudavel que tem risco de desenvolver uma doencga, mas
que ainda nao desenvolveu uma doenca, e as células de interesse séo isoladas e
congeladas para uso posterior. Em certos aspectos, as células T podem ser
expandidas, congeladas e usadas num momento posterior. Em certos aspectos, as
amostras sdo coletadas de um paciente logo apds o diagnostico de uma doenca
particular, conforme descrito no presente documento, mas anterior a quaisquer
tratamentos. Num aspecto adicional, as células sdo isoladas de uma amostra
sanguinea ou uma aferese de um sujeito antes de qualquer nimero de modalidades
de tratamento relevantes, incluindo, mas sem limitacdo, tratamento com agentes,
como natalizumab, efalizumab, agentes antivirais, quimioterapia, radiacao, agentes
imunossupressores, como ciclosporina, azatioprina, metotrexato e micofenolato,
anticorpos, ou outros agentes imunoablativos, como alemtuzumab, anticorpos anti-

CD3, citoxano, fludarabina, ciclosporina, tacrolimus, rapamicina, acido
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micofendlico, esteroides, romidepsina e irradiacao.

[0275] Num aspecto adicional da presente divulgacdo, as células T séo
obtidas de um paciente diretamente apds o tratamento que deixa 0 sujeito com
células T funcionais. Neste aspecto, foi observado que apds 0s certos tratamentos
de céancer, em tratamentos particulares com farmacos que danificam o sistema
imunologico, logo apds o tratamento durante o periodo quando pacientes
normalmente se recuperariam do tratamento, a qualidade de células T obtidas pode
ser otimizada ou melhorada para sua capacidade de se expandir ex vivo. De modo
semelhante, apds a manipulacdo ex vivo com o0 uso dos métodos descritos no
presente documento, estas células podem estar num estado preferencial para
enxerto intensificado e expanséo in vivo. Deste modo, € contemplado no contexto
da presente divulgacéo para coletar células sanguineas, incluindo células T, células
dendriticas, ou outras células da linhagem hematopoiética, durante esta fase de
recuperacdo. Adicionalmente, em certos aspectos, mobilizacdo (por exemplo,
mobilizacdo com GM-CSF) e regimes de condicionamento podem ser usados para
criar uma afecgao num sujeito em que a repopulacéo, recirculacdo, regeneracéo
e/ou expansao de tipos de célula particulares € favorecida, especialmente durante
um intervalo definido de tempo apos a terapia. Os tipos de célula ilustrativos
incluem células T, células B, células dendriticas, e outras células do sistema
imunoldgico.

ATIVACAO E EXPANSAO DE CELULAS T

[0276] As células T podem ser ativadas e expandidas geralmente com o uso
de métodos conforme descrito, por exemplo, nas Patentes n°® U.S. 6.352.694;
6.534.055; 6.905.680; 6.692.964; 5.858.358; 6.887.466; 6.905.681; 7.144.575;
7.067.318; 7.172.869; 7.232.566; 7.175.843; 5.883.223; 6.905.874; 6.797.514;
6.867.041; e 7.572.631.

[0277] Em geral, as células T da presente divulgacdo podem ser expandidas
por contato com uma superficie que tem ligada a mesma um agente que estimula

um sinal associado ao complexo de CD3/TCR e um ligante que estimula uma
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molécula coestimuladora na superficie das células T. Em particular, as populacées
de célula T podem ser estimuladas conforme descrito no presente documento,
como por contato com um anticorpo anti-CD3, ou fragmento de ligacdo ao antigeno
do mesmo, ou um anticorpo anti-CD2 imobilizado numa superficie, ou por contato
com um ativador de proteina quinase C (por exemplo, briostatina) em combinacéo
com um ionoforo de calcio. Para coestimulo de uma molécula de acessorio na
superficie das células T, um ligante que liga a molécula de acessorio é usado. Por
exemplo, uma populacdo de células T pode fazer contato com um anticorpo anti-
CD3 e um anticorpo anti-CD28, sob condi¢cdes apropriadas para estimular a
proliferacdo das células T. Para estimular a proliferacdo de células T CD4+ ou
células T CD8+, um anticorpo anti-CD3 e um anticorpo anti-CD28. Os exemplos de
um anticorpo anti-CD28 incluindo 9.3, B-T3, XR-CD28 (Diaclone, Besancon,
Franca) podem ser usados, assim como outros métodos comumente conhecidos
na técnica (Berg et al., Transplant Proc. 30(8):3975-3977, 1998; Haanen et al., J.
Exp. Med. 190(9):13191328, 1999; Garland et al., J. Immunol. Meth. 227(1-2):53-
63, 1999).

[0278] As células T que foram expostas a tempos de estimulo variados
podem exibir caracteristicas diferentes. Por exemplo, os produtos de célula
mononuclear sanguinea periférica com aferese ou sanguinea tipica tém uma
populacdo de células T auxiliares (TH, CD4+) que é maior do que a populacdo de
células T citotoxicas ou supressoras (TC, CD8+). A expansao ex vivo de células T
estimulando-se receptores CD3 e CD28 produz uma populagéo de células T que
antes de em torno dos dias 8 a 9 consiste predominantemente em células TH,
engquanto apos de em torno dos dias 8 a 9, a populagéo de células T compreende
uma populacdo crescentemente maior de células TC. Consequentemente,
dependendo do proposito de tratamento, infundir um sujeito com uma populagéo
de células T que compreende predominantemente células TH pode ser vantajoso.
De modo similar, se um subconjunto especifico de antigeno de células TC foi

isolado, pode ser benéfico expandir para este subconjunto a um grau maior.
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[0279] Adicionalmente, além de marcadores de CD4 e CD8, outros
marcadores fenotipicos variam de modo significativo, mas em grande parte, de
modo reproduzivel durante o curso do processo de expansdo de célula. Deste
modo, tal reprodutibilidade possibilita a capacidade de personalizar um produto de
célula T ativado com propdsitos especificos.

[0280] Uma vez que uma TFP anti-CD19, anti-BCMA, anti-CD22, anti-ROR1,
anti-PD-1, ou anti-BAFF é construida, varios ensaios podem ser usados para
avaliar a atividade da molécula, como, mas sem limitacdo, a capacidade de
expandir células T apds o estimulo de antigeno, sustentar expansao de célula T na
auséncia de reestimulo, e atividades anticancer em modelos in vitro e animais
apropriados. Os ensaios para avaliar os efeitos de uma TFP anti-CD19 anti-BCMA,
anti-CD22, anti-ROR1, anti-PD-1, ou anti-BAFF s&o descritos em detalhes
adicionais abaixo.

[0281] A andlise de Western blot de expressdo de TFP em células T
primérias pode ser usada para detectar a presenca de monémeros e dimeros
(consultar, por exemplo, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)).
Muito brevemente, as células T (mistura 1:1 de células T CD4* e CD8") que
expressam TFPs sédo expandidas in vitro por mais que 10 dias apos a lise e SDS-
PAGE sob condicfes de reducao. TFPs sao detectadas por técnica de western blot
com o uso de um anticorpo para uma cadeia de TCR. Os mesmos subconjuntos de
célula T sédo usados para anélise de SDS-PAGE sob condi¢bes ndo redutoras para
permitir a avaliacdo de formacéo de dimero covalente.

[0282] A expanséo in vitro de células T TFP* apos o estimulo de antigeno
pode ser medida por citometria de fluxo. Por exemplo, uma mistura de células T
CD4* e CD8* é estimulada com alfaCD3/alfaCD28 e APCs seguida por transducéo
com vetores lentivirais que expressam GFP sob o controle dos promotores a serem
analisados. Os promotores exemplificativos incluem o gene CMV IE, EF-lalfa,
ubiquitina C, ou promotores de fosfogliceroquinase (PGK). A fluorescéncia de GFP

€ avaliada no dia 6 de cultura nos subconjuntos de célula T CD4+ el/ou por
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citometria de fluxo (consultar, por exemplo, Milone et al., Molecular Therapy 17(8):
1453-1464 (2009)). Alternativamente, uma mistura de células T CD4+ e CD8+ é
estimulada com esferas magnéticas revestidas alfaCD3/alfaCD28 no dia 0, e
transduzidas com TFP no dia 1 com o uso de um vetor bicistrénico lentiviral que
expressa TFP juntamente com eGFP com o uso de uma sequéncia de salto
ribossémico 2A. As culturas séo reestimuladas com células CD19+ K562 (K562-
CD19), células K562 de tipo selvagem (tipo selvagem K562) ou células K562 que
expressam hCD32 e 4-1BBL na presenca de anticorpo antiCD3 e anti-CD28 (K562-
BBL-3/28) apés a lavagem. IL-2 exdgena € adicionada as culturas dia sim, dia ndo
a 100 IU/ml. As células T GFP+ sdo numeradas por citometria de fluxo com o uso
de contagem com base em esfera (consultar, por exemplo, Milone et al., Molecular
Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)).

[0283] A expansao de célula T TFP+ sustentada na auséncia de reestimulo
também ser medida (consultar, por exemplo, Milone et al., Molecular Therapy 17(8):
1453-1464 (2009)). Brevemente, o volume de célula T médio (fl) € medido no dia 8
de cultura com o uso de um contador de particulas Coulter Multisizer 11l apds o
estimulo com esferas magnéticas revestidas alfaCD3/alfaCD28 no dia 0, e
transducdo com a TFP indicada no dia 1.

[0284] Os modelos animais também podem ser usados para medir uma
atividade de TFP-T. Por exemplo, o modelo de xenoenxerto com o uso de células
T TFP+ especificas de CD19 humano para tratar uma ALL pré-B humana primaria
em camundongos imunodeficientes pode ser usado (consultar, por exemplo, Milone
et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). Muito brevemente, apds o
estabelecimento de ALL, os camundongos sao aleatorizados quanto aos grupos de
tratamento. Os numeros diferentes de células T manipuladas séo coinjetados a uma
razao 1:1 em camundongos NOD/SCID/y-/- que portam B-ALL. O nimero de copias
de cada vetor em DNA de baco de camundongos é avaliado em varios tempos apos
a injecdo de célula T. Os animais sdo avaliados em relacdo a leucemia em

intervalos semanais. As contagens de célula de blasto CD19+ B-ALL de sangue
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periférico sdo medidas em camundongos que sao injetados com células T TFP+
alfaCD19-zeta ou células T transduzidas simuladas. As curvas de sobrevivéncia
para os grupos sdo comparadas com o uso do teste de classificacéo de log. Além
disto, as contagens de célula T CD4+ e CD8+ de sangue periférico absolutas 4
semanas apos a injecdo de células T em camundongos NOD/SCID/y-/- também
podem ser analisadas. Os camundongos séo injetados com células leucémicas e 3
semanas depois de serem injetados com células T manipuladas para expressar
TFP por um vetor lentiviral bicistrénico que codifica a TFP ligada a eGFP. As células
T sé@o normalizadas para células T GFP+ de entrada 45 a 50% misturando-se com
células transduzidas simuladas antes da injecdo, e confirmadas por citometria de
fluxo. Os animais séao avaliados em relacao a leucemia em intervalos de 1 semana.
As curvas de sobrevivéncia para os grupos de célula T TFP+ sdo comparadas com
0 uso do teste de classificacédo de log.

[0285] A resposta de tratamento de TFP dependente de dose pode ser
avaliada (consultar, por exemplo, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464
(2009)). Por exemplo, o sangue periférico é obtido 35 a 70 dias apds estabelecer a
leucemia em camundongos injetados no dia 21 com células T TFP, um numero
equivalente de células T transduzidas simuladas, ou nenhuma célula T. Os
camundongos de cada grupo séo aleatoriamente sangrados para determinacao de
contagens de blasto de CD19+ ALL de sangue periférico e, entdo, exterminados
nos dias 35 e 49. Os animais restantes s&o avaliados nos dias 57 e 70.

[0286] A avaliacdo de proliferacdo de célula e producdo de citocina foi
anteriormente descrita, por exemplo, em Milone et al., Molecular Therapy 17(8):
1453-1464 (2009). Brevemente, a avaliacdo de proliferacdo mediada por TFP é
realizada em placas de microtitulacdo misturando-se células T lavadas com células
K562 que expressam CD19 (K19) ou CD32 e CD137 (KT32-BBL) para uma razao
final de célula T:K562 de 2:1. As células K562 séo irradiadas com radiagdo gama
antes do uso. Os anticorpos monoclonais anti-CD3 (clone OKT3) e anti-CD28

(clone 9.3) sao adicionados as culturas com células KT32-BBL para servir como
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controle positivo para estimular a proliferacdo de célula T visto que estes sinais
suportam expansao de célula T CD8+ a longo prazo ex vivo. As células T séo
numeradas em culturas com o uso de esferas fluorescentes CountBright™
(Invitrogen) e citometria de fluxo conforme descrito pelo fabricante. As células T
TFP+ sao identificadas por expressdo de GFP com o uso de células T que séao
manipuladas com vetores lentivirais que expressam TFP ligados por eGFP-2A.
Para células T TFP+ que ndo expressam GFP, as células T TFP+ sdo detectadas
com proteina CD19 recombinante biotinilada e um conjugado de avidina-PE
secundario. A expressdo de CD4+ e CD8+ em células T também é
simultaneamente detectada com anticorpos monoclonais especificos (BD
Biosciences). As medi¢des de citocina séo realizadas em sobrenadantes coletados
24 horas apo6s o reestimulo com o uso do kit de arranjo de esfera citométrica de
citocina TH1/TH2 humana (BD Biosciences) de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. A fluorescéncia é avaliada com o uso de um citbmetro de fluxo
FACScalibur™ (BD Biosciences), e os dados sao analisados de acordo com as
instrucdes do fabricante.

[0287] A citotoxicidade pode ser avaliada por um ensaio de liberacéo de Cr
padrao (consultar, por exemplo, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464
(2009)). As células-alvo (linhagens K562 e células pro-B-ALL primérias) sao
carregadas com °Cr (como NaCrOs, New England Nuclear) a 37 °C por 2 horas
com agitacdo frequente, lavadas duas vezes em RPMI completa e transferidas para
placa em placas de microtitulo. As células T efetoras sdo misturadas com células-
alvo nos pocos em RPMI completa em razdes variaveis de célula efetora:célula-
alvo (E:T). Os pocos adicionais que contém apenas meios (liberacdo espontéanea,
SR) ou uma solucéo 1% de detergente Triton-X 100 (liberacédo total, TR) também
séo preparados. Apos 4 horas de incubacgéo a 37 °C, o sobrenadante de cada pogo
é colhido. O 5ICr liberado €, entédo, medido com o uso de um contador de particulas
gama (Packard Instrument Co., Waltham, Mass.). Cada afec¢céo é realizada em

pelo menos triplicata, e a porcentagem de lise é calculada com o uso da formula:
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% de Lise=(ER-SR)/(TR-SR), em que ER representa o >'Cr médio liberado para
cada afeccao experimental.

[0288] As tecnologias de imaginologia podem ser usadas para avaliar trafego
especifico e proliferagdo de TFPs em modelos animais que portam tumor. Tais
ensaios tém sido descritos, por exemplo, em Barrett et al., Human Gene Therapy
22:1575-1586 (2011). Os camundongos NOD/SCID/yc-/- (NSG) séo injetados IV
com células Nalm-6 (ATCC® CRL-3273™) apos 7 dias com células T 4 horas apos
a eletroporacdo com o0s construtos de TFP. As células T sdo estavelmente
transfectadas com um construto lentiviral para expressar a luciferase de vagalume,
e camundongos sdo submetidos a imaginologia para bioluminescéncia.
Alternativamente, a eficacia terapéutica e a especificidade de uma injecao Unica de
células T TFP+ em modelo de xenoenxerto Nalm-6 podem ser medidas como o
seguinte: os camundongos NSG séao injetados com Nalm-6 transduzido para
expressar de modo estavel a luciferase de vagalume, seguido por uma injecéo de
veia caudal Unica de células T eletroporadas com TFP CD19 7 dias depois. Os
animais sao submetidos a imaginologia em varios pontos no tempo apdés a inje¢ao.
Por exemplo, os mapas de calor de densidade fotbnica de leucemia positiva de
luciferase de vagalume em camundongos representativos no dia 5 (2 dias antes do
tratamento) e dia 8 (24 horas ap6s PBLs TFP+) podem ser gerados.

[0289] Outros ensaios, incluindo aqueles descritos na se¢cédo de Exemplos no
presente documento, assim como aqueles que sédo conhecidos na técnica, também
podem ser usados para avaliar os construtos de TFP anti-CD19, anti-BCMA, , anti-
CD22, anti-ROR1, anti-PD-1, ou anti-BAFF divulgados no presente documento.

COMPOSICOES FARMACEUTICAS

[0290] Séo divulgadas no presente documento, em algumas modalidades, as
composicdes farmacéuticas que compreendem: (a) as células T modificadas da
divulgacéo; e (b) um carreador farmaceuticamente aceitavel. Tais composicoes
podem compreender tampdes, como solugédo salina tamponada neutra, solucao

salina tamponada de fosfato e semelhantes; carboidratos, como glicose, manose,
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sacarose ou dextranos, manitol; proteinas; polipeptideos ou aminoacidos, como
glicina; antioxidantes; agentes quelantes, como EDTA ou glutationa; adjuvantes
(por exemplo, hidréxido de aluminio); e conservantes. As composi¢des da presente
divulgacao sao, num aspecto, formuladas para administracao intravenosa.

[0291] As composicdes farmacéuticas da presente divulgacdo podem ser
administradas de maneira apropriada para a doenca a ser tratada (ou prevenida).
A quantidade e a frequéncia de administracdo serdao determinadas por tais fatores,
como a afecgéo do paciente, e o tipo e a severidade da doenca do paciente, embora
as dosagens apropriadas possam ser determinadas por testes clinicos.

[0292] Numa modalidade, a composi¢do farmacéutica € substancialmente
livre de, por exemplo, ndo ha niveis detectaveis de um contaminante, por exemplo,
selecionado do grupo que consiste em endotoxina, micoplasma, lentivirus
competente de replicacdo (RCL), p24, acido nucleico VSV-G, HIV gag, esferas
revestidas anti-CD3/anti-CD28 residuais, anticorpos de camundongo, soro humano
agrupado, albumina sérica bovina, soro bovino, componentes de meios de cultura,
célula de empacotamento de vetor ou componentes de plasmideo, uma bactéria e
um fungo. Numa modalidade, a bactéria é pelo menos uma selecionada do grupo
que consiste em Alcaligenes faecalis, Candida albicans, Escherichia coli,
Haemophilus influenza, Neisseria meningitides, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, e Streptococcus pyogenes
grupo A.

[0293] Quando “uma quantidade imunologicamente eficaz,” “uma quantidade
eficaz antitumoral”, “uma quantidade eficaz inibitdria de tumor” ou “quantidade
terapéutica” é indicada, a quantidade precisa das composi¢coes da presente
divulgacdo a ser administrada pode ser determinada por um médico com a
consideracdo de diferencas individuais em idade, peso, tamanho de tumor,
extensdo de infeccdo ou metastase e afeccdo do paciente (sujeito). Pode ser
geralmente declarado que uma composicdo farmacéutica que compreende as

células T descritas no presente documento pode ser administrada numa dosagem
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de 10% a 10° células/kg de peso corporal, em alguns casos, 10° a 10° células/kg de
peso corporal, incluindo todos os valores de namero inteiro nestas faixas. As
composicdes de célula T também podem ser administradas multiplas vezes nestas
dosagens. As células podem ser administradas usando-se técnicas de infusdo que
sdo comumente conhecidas em imunoterapia (consultar, por exemplo, Rosenberg
et al., New Eng. J. of Med. 319:1676, 1988).

[0294] Em certos aspectos, pode ser desejavel administrar células T ativadas
para um sujeito e, entdo, recoletar subsequentemente o sangue (ou ter uma aferese
realizada), ativar células T do mesmo de acordo com a presente divulgagéo, e
reinfundir o paciente com estas células T ativadas e expandidas. Este processo
pode ser executado multiplas vezes a cada duas semanas. Em certos aspectos, as
células T podem ser ativadas de coletas de sangue de 10 cc a 400 cc. Em certos
aspectos, as células T sédo ativadas de coletas de sangue de 20 cc, 30 cc, 40 cc,
50 cc, 60 cc, 70 cc, 80 cc, 90 cc, ou 100 cc.

[0295] A administragdo das presentes composi¢coes pode ser executada de
qualquer maneira conveniente, incluindo por inalacdo de aerossol, injecéo,
ingestao, transfusdo, implantacdo ou transplante. As composi¢cfes descritas no
presente documento podem ser administradas a um paciente de modo transarterial,
subcutéaneo, intradérmico, intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, por
injecédo intravenosa (i.v.) ou de modo intraperitoneal. Num aspecto, as composi¢coes
de célula T da presente divulgacdo sdo administradas a um paciente por injecdo
intradérmica ou subcutanea. Num aspecto, as composi¢des de célula T da presente
divulgacao sdo administradas por injecao i.v. As composic¢des de células T podem
ser injetadas diretamente num tumor, linfonodo ou sitio de infeccéo.

[0296] Num aspecto exemplificativo particular, os sujeitos podem ser
submetidos a leucaferese, em que leucécitos sdo coletados, enriquecidos ou
depletados ex vivo para selecionar e/ou isolar as células de interesse, por exemplo,
células T. Estes isolados de célula T podem ser expandidos por métodos

conhecidos na técnica e tratados de modo que um ou mais construtos de TFP da
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presente divulgacdo possam ser introduzidos, assim criando uma célula T-T
modificada da presente divulgagéo. Os sujeitos que necessitam do mesmo podem
ser subsequentemente submetidos ao tratamento padrdo com quimioterapia de alta
dose seguida por transplante de célula-tronco sanguinea periférica. Em certos
aspectos, apds ou concomitante com o transplante, os sujeitos recebem uma
infusdo das células T modificadas expandidas da presente divulgacdo. Num
aspecto adicional, as células expandidas sdo administradas antes ou apds a
cirurgia.

[0297] A dosagem dos tratamentos acima a serem administrados a um
paciente variardo com a natureza precisa da afec¢cdo em tratamento e o recipiente
do tratamento. A escala de dosagens para administracdo humana pode ser
realizada de acordo com praticas aceitadas pela técnica. A dose para
alemtuzumab, por exemplo, estara geralmente na faixa de 1 a cerca de 100 mg
para um paciente adulto, usualmente administrada diariamente por um periodo
entre 1 e 30 dias. A dose diaria preferencial € 1 a 10 mg por dia, embora, em alguns
casos, doses maiores de até 40 mg por dia podem ser usadas (descrito na Patente
n° U.S. 6.120.766).

[0298] Numa modalidade, a TFP é introduzida em células T, por exemplo,
com o uso de transcricao in vitro, e o sujeito (por exemplo, humano) recebe uma
administracdo inicial de células T TFP da presente divulgacdo, e uma ou mais
administracdes subsequentes das células T TFP da presente divulgagédo, em que a
uma ou mais administragbes subsequentes sdo administradas em menos do que
15 dias, por exemplo, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, ou 2 dias apos a
administracdo anterior. Numa modalidade, mais que uma administracao das células
T TFP da presente divulgacéo € administrada ao sujeito (por exemplo, humano) por
semana, por exemplo, 2, 3, ou 4 administragbes das células T TFP da presente
divulgacdo sdo administradas por semana. Numa modalidade, o sujeito (por
exemplo, sujeito humano) recebe mais que uma administracdo das células T TFP

por semana (por exemplo, 2, 3 ou 4 administragcbes por semana) (também
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denominado no presente documento como um ciclo), apés uma semana de
nenhuma administracdo de células T TFP, e, entdo, uma ou mais administragcdes
adicionais das células T TFP (por exemplo, mais que uma administracdo das
células T TFP por semana) sao administradas ao sujeito. Em outra modalidade, o
sujeito (por exemplo, sujeito humano) recebe mais que um ciclo de células T TFP,
e o tempo entre cada ciclo € menos do que 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, ou 3 dias. Numa
modalidade, as células T TFP sdo administradas dia sim, dia ndo por 3
administracdes por semana. Numa modalidade, as células T TFP da presente
divulgacdo sao administradas por pelo menos duas, trés, quatro, cinco, seis, sete,
0ito ou mais semanas.

[0299] Num aspecto, as células T TFP CD19 séo geradas com 0 uso de
vetores virais lentivirais, como lentivirus. As células T de TFP geradas desta
maneira terdo expressao de TFP estavel.

[0300] Num aspecto, as células T TFP expressam de modo transiente
vetores de TFP por 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 dias apoés a transducao. A
expressao transiente de TFPs pode ser efetuada por administracao de vetor de TFP
de RNA. Num aspecto, o RNA de TFP é transduzido na célula T por eletroporacéo.

[0301] Um problema potencial que pode surgir em pacientes com tratamento
com o uso de células T TFP que expressam de modo transiente (particularmente
com células T TFP que portam scFv murino) é anafilaxia apds os mdultiplos
tratamentos.

[0302] Sem se atrelar a esta teoria, acredita-se que tal resposta anafilatica
pode ser causada por um paciente que desenvolve uma resposta anti-TFP humoral,
isto €, anticorpos anti-TFP que tém um isotipo anti-IgE. Considera-se que as células
de producao de anticorpos de um paciente sdo submetidas a uma troca de classe
de isotipo de IgG (isto ndo causa anafilaxia) ao isotipo de IgE quando ha uma pausa
de dez a catorze dias na exposi¢do ao antigeno.

[0303] Se um paciente tem alto risco de gerar uma resposta de anticorpo

anti-TFP durante o curso de terapia de TFP transiente (como aquela gerada por
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transducdes de RNA), as quebras de infuséo de célula T TFP ndo devem durar
mais que dez a catorze dias.

METODOS PARA PRODUZIR CELULAS T MODIFICADAS

[0304] Sao divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
meétodos para produzir a célula T modificada da divulgacdo, em que o método
compreende (a) interromper um gene de TCR enddgeno que codifica uma cadeia
de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, uma cadeia de TCR gama, uma cadeia de
TCR delta, ou qualquer combinag¢do das mesmas; produzindo, assim, uma célula T
que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR endogeno; e (b) transduzir
a célula T que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno com o
acido nucleico recombinante da divulgacéo, ou os vetores divulgados no presente
documento. Em alguns casos, a ruptura compreende transduzir a célula T com uma
proteina de nuclease ou uma sequéncia de acidos nucleicos que codifica uma
proteina de nuclease que alveja o gene enddégeno que codifica uma cadeia de TCR
alfa, uma cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de TCR alfa e uma cadeia de TCR
beta.

[0305] Séo adicionalmente divulgados no presente documento, em algumas
modalidades, os métodos para produzir a célula T modificada da divulgacdo, o
meétodo que compreende transduzir a célula T que contém uma ruptura funcional
de um gene de TCR enddgeno com o &cido nucleico recombinante divulgado no
presente documento, ou os vetores divulgados no presente documento. Em alguns
casos, a célula T que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno
€ uma célula T que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno
que codifica uma cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de
TCR alfa e uma cadeia de TCR beta.

[0306] Em alguns casos, a célula T é uma célula T humana. Em alguns
casos, a célula T que contém uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno
tem ligacdo reduzida ao complexo de MHC-peptideo em comparagdo com aquela

de uma célula T de controle ndo modificada.

Peticao 870210031097, de 05/04/2021, pag. 126/168



119/149

[0307] Em alguns casos, a nuclease € uma meganuclease, uma nuclease de
dedo de zinco (ZFN), uma nuclease efetora do tipo ativador de transcricdo (TALEN),
uma CRISPR/Cas nuclease, CRISPR/Cas nickase ou uma megaTAL nuclease. Em
alguns casos, a sequéncia compreendida pelo acido nucleico recombinante ou pelo
vetor € inserida no gene de subunidade de TCR enddgeno no sitio de clivagem, e
em que a insercdo da sequéncia no gene de subunidade de TCR enddgeno
interrompe funcionalmente a subunidade de TCR enddégeno. Em alguns casos, a
nuclease é uma meganuclease. Em alguns casos, a meganuclease compreende
uma primeira subunidade e uma segunda subunidade, em que a primeira
subunidade se liga a um primeiro meio-sitio de reconhecimento da sequéncia de
reconhecimento, e em que a segunda subunidade se liga a um segundo meio-sitio
de reconhecimento da sequéncia de reconhecimento. Em alguns casos, a
meganuclease € uma meganuclease de cadeia Unica que compreende um ligante,
em que o ligante une de modo covalente a primeira subunidade e a segunda
subunidade.

TECNOLOGIAS DE EDIQAO DE GENES

[0308] Em algumas modalidades, as células T modificadas divulgadas no
presente documento sdo manipuladas com o uso de uma técnica de edicdo de
gene, como repeticdes palindrémicas curtas regularmente intercaladas agrupadas
(CRISPR®, consultar, por exemplo, Patente n° U.S. 8.697.359), nucleases
(TALENS, consultar, por exemplo, Patente N° U.S. 9.393.257) de efetor de tipo
ativador de transcricdo (TALE), meganucleases (endodesoxirribonucleases que
tém grandes sitios de reconhecimento que compreendem sequéncias de DNA de
fita dupla de 12 a 40 pares de bases), nuclease de dedo de zinco (ZFN, consultar,
por exemplo, Urnov et al., Nat. Rev. Genetics (2010) v11, 636-646), ou métodos de
megaTAL nucleases (uma proteina de fusdo de uma meganuclease para repeticdes
de TAL). Desta maneira, um construto quimérico pode ser manipulado para
combinar caracteristicas desejaveis de cada subunidade, como conformacdo ou

capacidades de sinalizagcdo. Também consultar Sander & Joung, Nat. Biotech.
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(2014) v32, 347-355; e June et al., 2009 Nature Reviews Immunol. 9.10: 704-716,
cada um incorporado ao presente documento a titulo de referéncia. Em algumas
modalidades, um ou mais dentre o dominio extracelular, o dominio
transmembranar, ou o dominio citoplasmico de uma subunidade de TFP sé&o
manipulados para ter aspectos de mais que um dominio de subunidade de TCR
natural (isto €, sdo quiméricos).

[0309] Os desenvolvimentos recentes de tecnologias para alterar
permanentemente o genoma humano e para introduzir modificagbes de genoma
especificas de sitio em genes relevantes de doenga constituem a base para
aplicacoes terapéuticas. Estas tecnologias sdo agora comumente conhecidas como
“edicdo de genoma”.

[0310]Em algumas modalidades, as técnicas de edicdo de gene sao
empregadas para perturbar um gene de TCR enddégeno. Em algumas modalidades,
o gene de TCR enddgeno mencionado codifica uma cadeia de TCR alfa, uma
cadeia de TCR beta, ou uma cadeia de TCR alfa e uma cadeia de TCR beta. Em
algumas modalidades, as técnicas de edi¢cdo de gene preparam o caminho para
edicdo gendmica de multiplexacdo, o que permite a ruptura simultanea de multiplos
l6¢ci gendmicos em gene de TCR enddgeno. Em algumas modalidades, as técnicas
de edicdo gendmica de multiplexacdo sdo aplicadas para gerar células T
interrompidas por gene que sao deficientes na expressao de TCR enddgeno, e/ou
antigenos de leucécito humano (HLAS), e/ou proteina de morte de célula
programada 1 (PD1), e/ou outros genes.

[0311]As tecnologias de edicdo de gene atuais compreendem
meganucleases, nucleases de dedo de zinco (ZFN), as nucleases de efetor de TAL
(TALEN), e repeticbes palindrémicas curtas regularmente intercaladas agrupadas
(CRISPR)/sistema associado a CRISPR (Cas). Estas quatro classes principais de
técnicas de edicao de gene compartilham um modo comum de a¢édo em ligacao de
uma sequéncia definida por usuéario de DNA e que media uma quebra de DNA de

fita dupla (DSB). DSB pode ser, entéo, reparada por unido de extremidade nao
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homologa (NHEJ) ou —quando o DNA de doador esta presente- recombinacao
homologa (HR), um evento que introduz a sequéncia homdloga de um fragmento
de DNA doador. Adicionalmente, as nucleases de nickase geram quebras de DNA
de fita simples (SSB). DSBs podem ser reparadas por incorporacao de DNA de fita
simples (ssDI) ou reparo de modelo de modelo fita simples (ssTR), um evento que
introduz a sequéncia homoéloga de um DNA doador.

[0312] A modificacdo genética de DNA gendmico pode ser realizada com o
uso de endonucleases de corte raro sitio-especificas que sdo manipuladas para
reconhecer sequéncias de DNA no lécus de interesse. Os métodos para produzir
endonucleases sitio-especificas manipuladas sao conhecidos na técnica. Por
exemplo, nucleases de dedo de zinco (ZFNs) podem ser manipulados para
reconhecer e cortar sitios predeterminados num genoma. ZFNs sao proteinas
quiméricas que compreendem um dominio de ligacdo de DNA de dedo de zinco
fundido ao dominio de nuclease da enzima de restricdo Fokl. O dominio de dedo
de zinco pode ser reprojetado através de meios racionais ou experimentais para
produzir uma proteina que se liga a uma sequéncia de DNA predeterminada de 18
pares de base em comprimento. Fundindo-se este dominio de proteina manipulado
a Fokl nuclease, é possivel alvejar as quebras de DNA com especificidade de nivel
de genoma. ZFNs foram usados extensivamente para alvejar a adicdo, a remocéao
e a substituicdo de gene numa ampla faixa de organismos eucarioticos (revisados
em Durai et al. (2005), Nucleic Acids Res 33, 5978). De modo semelhante, as
nucleases de efetor de TAL (TALENs) podem ser geradas para clivar sitios
especificos em DNA gendémico. Como um ZFN, uma TALEN compreende um
dominio de ligacado de DNA sitio especifico manipulado fundido ao dominio de Fokl
nuclease (revisado em Mak et al. (2013), Curr Opin Struct Biol. 23:93-99).
Entretanto, neste caso, o dominio de ligacdo de DNA compreende um arranjo em
tandem de dominios de efetor de TAL, em que cada um reconhece especificamente
um par de bases de DNA Unico. Os TALENs compactos tém uma arquitetura de

endonuclease alternativa que evita a necessidade por dimerizacédo (Beurdeley et
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al. (2013), Nat Commun. 4: 1762). Uma TALEN compacta compreende um dominio
de ligacdo de DNA de efetor de TAL sitio-especifico manipulado fundido ao dominio
de nuclease da I-Tevl endonuclease de migragédo. Diferente de Fokl, I-Tevl n&o
precisa dimerizar para produzir uma quebra de DNA de fita dupla para que uma
TALEN compacta seja funcional como um monémero.

[0313] As endonucleases manipuladas com base no sistema CRISPR/Cas9
também séo conhecidas na técnica (Ran et al. (2013), Nat Protoc. 8:2281-2308;
Mali et al. (2013), Nat Methods 10:957-963). A tecnologia de edicdo de gene
CRISPR é composta de uma proteina de endonuclease cuja especificidade de
alvejamento de DNA e atividade de corte podem ser programadas por um RNA-
guia curto ou um duplex crRNA/TracrRNA. Uma CRISPR endonuclease
compreende dois componentes: (1) uma nuclease de efetor de caspase, Cas9
tipicamente microbiana; e (2) um “RNA-guia” curto ou um duplex de RNA que
compreende uma sequéncia de alvejamento de 18 a 20 nucleotideos que direciona
a nuclease a uma localiza¢édo de interesse no genoma. Expressando-se multiplos
RNAs guia na mesma célula, em que cada uma tem uma sequéncia de alvejamento
diferente, € possivel alvejar quebras de DNA simultaneamente para multiplos sitios
no genoma (edicdo gendmica de multiplexacao).

[0314] H& duas classes de sistemas CRISPR conhecidas na técnica (Adli
(2018) Nat. Commun. 9:1911), em que cada uma contém mudltiplos tipos de
CRISPR. A classe 1 contém sistemas de CRISPR tipo | e tipo lll que sé&o
comumente encontrados em Archaea. E a classe Il contém sistemas de CRISPR
de tipos II, IV, V, e VI. Embora o sistema CRISPR/Cas mais amplamente usado
seja o sistema de CRISPR-Cas9 de tipo Il, os sistemas de CRISPR/Cas foram
redirecionados por pesquisadores para edicdo de genoma. Mais do que 10
proteinas de CRISPR/Cas diferentes foram remodeladas nos ultimos anos (Adli
(2018) Nat. Commun. 9:1911). Entre as mesmas, tais proteinas Casl2a (Cpfl) de
Acidaminococcus sp (AsCpfl) e Lachnospiraceae bacterium (LbCpfl) séo

particularmente interessantes.
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[0315] As endonucleases de migracdo sdo um grupo de nucleases de
ocorréncia natural que reconhecem sitios de clivagem de 15 a 40 pares de base
comumente encontrados nos genomas de plantas e fungos. As mesmas Ssao
frequentemente associadas a elementos de DNA parasiticos, como introns e
inteinas de auto-splicing de grupo 1. As mesmas promovem naturalmente a
recombinacdo homodloga ou insercdo de gene em localizacbes especificas no
genoma hospedeiro produzindo-se uma quebra de fita dupla no cromossomo, as
guais recrutam a maquinaria de reparo de DNA celular (Stoddard (2006), Q. Rev.
Biophys. 38: 49-95). Subestacdes de aminoacido especificas podem reprogramar
a especificidade de clivagem de DNA de nucleases de migracéo (Niyonzima (2017),
Protein Eng Des Sel. 30(7): 503-522). Meganucleases (MN) sao proteinas
monomeéricas com atividade de nuclease inata que s&o derivadas de
endonucleases de migracdo bacterianas e manipuladas para um sitio-alvo Unico
(Gersbach (2016), Molecular Therapy. 24: 430-446). Em algumas modalidades,
meganuclease € endonuclease de migracdo |-Crel manipulada. Em outras
modalidades, a meganuclease € endonuclease de migracéo I-Scel manipulada.

[0316] Além das quatro tecnologias de edicdo de gene principais, as
proteinas quiméricas que compreendem fusbes de meganucleases, ZFNs, e
TALENs foram manipuladas para gerar enzimas monoméricas inovadoras que
tomam vantagem da afinidade de ligagéo de ZFNs e TALENS e a especificidade de
clivagem de meganucleases (Gersbach (2016), Molecular Therapy. 24: 430-446).
Por exemplo, uma megaTAL € uma proteina quimérica Unica, que € a combinacao
dos dominios de ligacdo de DNA faceis de personalizar de TALENs com a alta
eficacia de clivagem de meganucleases.

[0317] A fim de realizar a técnica de edicéo de gene, as nucleases, e no caso
do sistema CRISPR/ Cas9, um gRNA, deve ser entregue de modo eficaz as células
de interesse. Os métodos de administracdo, como métodos fisicos, quimicos e
virais também sdo conhecidos na técnica (Mali (2013). Indian J. Hum. Genet. 19: 3-

8.). Em alguns casos, os métodos de administracao fisica podem ser selecionados
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dos métodos, mas sem limitacdo, eletroporacéo, microinjecéo, ou uso de particulas
balisticas. Por outro lado, os métodos de administracdo quimica necessitam do uso
de moléculas complexas, como fosfato de célcio, lipidio, ou proteina. Em algumas
modalidades, os métodos de administracéo viral sdo aplicados para técnicas de
edicao de gene com o uso de virus como, mas sem limitacao, adenovirus, lentivirus,
e retrovirus.

METODOS PARA TRATAMENTO

[0318] Sao divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
métodos para tratar cancer num sujeito que precisa do mesmo, em que o método
compreende administrar ao sujeito uma quantidade terapeuticamente eficaz das
composi¢cdes farmacéuticas divulgadas no presente documento. S&o
adicionalmente divulgados no presente documento, em algumas modalidades, os
meétodos para tratar cancer num sujeito que precisa do mesmo, em que o método
compreende administrar ao sujeito uma composi¢éo farmacéutica que compreende
(a) uma célula T modificada produzida de acordo com os métodos divulgados no
presente documento; e (b) um carreador farmaceuticamente aceitavel.

[0319] Em alguns casos, a célula T modificada € uma célula T alogénica. Em
alguns casos, menos citocinas séo liberadas no sujeito em comparagdo com um
sujeito administrado com uma quantidade eficaz de uma célula T de controle né&o
modificada. Em alguns casos, menos citocinas sao liberadas no sujeito em
comparagcdo com um sujeito administrado com uma quantidade eficaz de uma
célula T modificada que compreende o acido nucleico recombinante divulgado no
presente documento, ou o vetor divulgado no presente documento.

[0320] Em alguns casos, 0 método compreende administrar a composi¢cao
farmacéutica em combinacdo com um agente que aumenta a eficacia da
composicao farmacéutica. Em alguns casos, o método compreende administrar a
composicao farmacéutica em combinacdo com um agente que melhora um ou mais
efeitos colaterais associados & composicao farmacéutica.

[0321] Em alguns casos, o cancer € um cancer sélido, um linfoma ou uma
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leucemia. Em alguns casos, 0 cancer é selecionado do grupo que consiste em
carcinoma de célula renal, cancer de mama, cancer de pulméo, cancer de ovario,
cancer de préstata, cancer de célon, cancer cervical, cancer de cérebro, cancer de
figado, cancer pancreatico, cancer de rim e estbmago.

[0322] A presente divulgacdo inclui um tipo de terapia celular em que as
células T séo geneticamente modificadas para expressar uma TFP e um dominio
constante de TCR alfa e/ou beta e a célula T modificada € infundida a um recipiente
gue necessita do mesmo. A célula infundida pode exterminar células tumorais no
recipiente. Diferente de terapias de anticorpo, as células T modificadas podem
replicar in vivo em persisténcia a longo prazo que pode levar ao controle de tumor
sustentado. Em varios aspectos, as células T administradas ao paciente, ou sua
progénie, persistem no paciente por pelo menos quatro meses, cinco meses, seis
meses, sete meses, oito meses, nove meses, dez meses, onze meses, doze
meses, treze meses, catorze meses, quinze meses, dezesseis meses, dezessete
meses, dezoito meses, dezenove meses, vinte meses, vinte e um meses, vinte e
dois meses, vinte e trés meses, dois anos, trés anos, quatro anos, ou cinco anos
apos a administracédo da célula T ao paciente.

[0323] A presente divulgacdo também inclui um tipo de terapia celular em
que as ceélulas T sdo modificadas, por exemplo, por RNA transcrito in vitro, para
expressar de modo transiente uma TFP e um dominio constante de TCR alfa e/ou
beta e a célula T modificada é infundida a um recipiente que necessita do mesmo.
A célula infundida pode exterminar células tumorais no recipiente. Deste modo, em
varios aspectos, as células T administradas ao paciente, estdo presentes por
menos do que um més, por exemplo, trés semanas, duas semanas, ou uma
semana, apos a administracao da célula T ao paciente.

[0324] Sem se atrelar a qualquer teoria particular, a resposta de imunidade
antitumoral elicitada pelas células T modificadas pode ser uma resposta
imunoldgica ativa ou passiva, ou alternativamente devido a uma resposta

imunologica direta vs indireta.
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[0325] Num aspecto, as células T humanas modificadas da divulgacao
podem ser um tipo de vacina para terapia de imunizag&o ex vivo e/ou in vivo num
mamifero. Em um aspecto, o mamifero é um ser humano.

[0326] Em relacdo a imunizacdo ex vivo, pelo menos um dos seguintes
ocorre in vitro antes da administracdo da célula num mamifero: i) expansédo das
células, ii) introduzir um acido nucleico que codifica uma TFP e um dominio
constante de TCR alfa e/ou beta as células ou iii) criopreservacéo das células.

[0327] Os procedimentos ex vivo sdo bem conhecidos na técnica e sao
discutidos mais completamente abaixo. Brevemente, as células séo isoladas de um
mamifero (por exemplo, um ser humano) e geneticamente modificadas (isto €,
transduzidas ou transfectadas in vitro) com um vetor divulgado no presente
documento. A célula T modificada pode ser administrada a um recipiente mamifero
para fornecer um beneficio terapéutico. O recipiente mamifero pode ser um humano
e a célula modificada pode ser autéloga em relagéo ao recipiente. Alternativamente,
as células pode ser alogénicas, singénicas ou xenogénicas em relacdo ao
recipiente.

[0328] O procedimento para a expanséo ex vivo de células progenitoras e
tronco hematopoiéticas € descrito na Patente n° U.S. 5.199.942, incorporado ao
presente documento, a titulo de referéncia, pode ser aplicado as células da
presente divulgacdo. Outros métodos adequados sdo conhecidos na técnica,
portanto, a presente divulgacdo ndo € limitada a qualquer método particular de
expansdo ex vivo das células. Brevemente, a cultura ex vivo e a expansao de
células T compreende: (1) coletar células progenitoras e tronco hematopoiéticas
CD34+ de um mamifero de colheita de sangue periférica ou explantes de medula
0ssea; e (2) expandir tais células ex vivo. Aléem dos fatores de crescimento celular
descritos na Patente n® U.S. 5.199.942, outros fatores, como ligante de flt3-L, IL-1,
IL-3 e c-kit, pode ser usado para cultivo e a expansao das células.

[0329] Além do uso de uma vacina a base de células em termos de

imunizacdo ex vivo, a presente divulgacdo também fornece composicbes e
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métodos para imunizagcdo in vivo para elicitar uma resposta imunoldgica
direcionada a um antigeno num paciente.

[0330] Em geral, as células ativadas e expandidas conforme descrito no
presente documento podem ser utilizadas no tratamento e na prevencédo de
doencas que surgem em individuos que sao imunocomprometidos.

[0331]As células T modificadas da presente divulgacdo podem ser
administradas sozinhas, ou como uma composicdo farmacéutica em combinacéo
com diluentes e/ou com outros componentes, como IL-2 ou outras citocinas ou
populacdes de células.

TERAPIAS DE COMBINAQAO

[0332] Uma célula T modificada descrita no presente documento pode ser
usada em combinacdo com outros agentes e terapias conhecidos. Administrado
“em combinacdo”, conforme usado no presente documento, significa que dois (ou
mais) tratamentos diferentes s&o entregues ao sujeito durante o curso da aflicdo do
sujeito com o disturbio, por exemplo, os dois ou mais tratamentos sdo entregues
apos o sujeito ter sido diagnosticado com o distlrbio e antes do disturbio ter sido
curado ou eliminado ou o tratamento ter cessado por outras razdes. Em algumas
modalidades, a administracdo de um tratamento que ainda ocorre quando a
administracdo do segundo comeca, de modo que haja sobreposi¢cdo em termos de
administracdo. Isto é algumas vezes denominado no presente documento como
“administracdo simultanea” ou “concomitante”. Em outras modalidades, a
administragdo de um tratamento termina antes da administragdo do outro
tratamento comecar. Em algumas modalidades de cada caso, o tratamento é mais
eficaz devido a administracdo combinada. Por exemplo, o segundo tratamento é
mais eficaz, por exemplo, um efeito equivalente € visto com menos do segundo
tratamento, ou 0 segundo tratamento reduz os sintomas por uma extensao maior
em relagcdo ao que seria visto se 0 segundo tratamento fosse administrado na
auséncia do primeiro tratamento ou a situacdo analoga fosse vista com o primeiro

tratamento. Em algumas modalidades, a administracdo é tal que a reducdo num
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sintoma, ou outro parametro relacionado ao disturbio é maior em relagédo ao que
seria observado com um tratamento administrado na auséncia do outro. O efeito
dos dois tratamentos pode ser parcialmente aditivo, inteiramente aditivo ou maior
do que aditivo. A administracao pode ser tal que um efeito do primeiro tratamento
entregue ainda é detectavel quando o segundo € entregue.

[0333]Em algumas modalidades, o “pelo menos um agente terapéutico
adicional” inclui uma célula T modificada. Também séo fornecidas células T que
expressam multiplas TFPs, que se ligam a antigenos-alvo iguais ou diferentes, ou
epitopos iguais ou diferentes no mesmo antigeno-alvo. Também séo fornecidas
populacfes de células T em que um primeiro subconjunto de células T expressa
uma primeira TFP e um dominio constante de TCR alfa e/ou beta e um segundo
subconjunto de células T expressa uma segunda TFP e um dominio constante de
TCR alfa e/ou beta.

[0334] Uma célula T modificada descrita no presente documento e o pelo
menos um agente terapéutico adicional pode ser administrado simultaneamente,
na mesma ou em composicdes separadas, ou sequencialmente. Para
administracdo sequencial, a célula T modificada descrita no presente documento
pode ser administrada primeiro, e 0 agente adicional pode ser administrado em
segundo, ou a ordem de administracdo pode ser invertida.

[0335] Em aspectos adicionais, uma célula T modificada descrita no presente
documento pode ser usada num regime de tratamento em combinagdo com
cirurgia, quimioterapia, radiacao, agentes imunossupressores, como ciclosporina,
azatioprina, metotrexato, micofenolato, e FK506, anticorpos, ou outros agentes
imunoablativos, como alemtuzumab, anticorpos anti-CD3 ou outras terapias de
anticorpo, citoxina, fludarabina, cicloesporina, tacrolimus, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, romidepsina, citocinas, e irradiacdo. vacina de peptideo,
como aquela descrita em Izumoto et al. 2008 J Neurosurg 108:963-971.

[0336] Numa modalidade, o sujeito pode ser administrado com um agente

que reduz ou melhora um efeito colateral associado a administracdo de uma célula
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T modificada. Os efeitos colaterais associados a administracdo de uma célula T
modificada incluem, mas sem limitacdo, sindrome de liberacdo de citocina (CRS),
e linfo-histiocitose hemofagocitica (HLH), também denominada Sindrome de
Ativacdo de Macréfago (MAS). Os sintomas de CRS incluem altas febres, ndusea,
hipotensdo transiente, hipoxia e semelhantes. Consequentemente, os metodos
divulgados no presente documento podem compreender administrar uma célula T
modificada descrita no presente documento a um sujeito e administrar
adicionalmente um agente para gerenciar niveis elevados de um fator soltuvel que
resulta do tratamento com uma célula T modificada. Numa modalidade, o fator
solavel elevado no sujeito é um ou mais dentre IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-6. Portanto,
um agente administrado para tratar este efeito colateral pode ser um agente que
neutraliza um ou mais destes fatores solluveis. Tais agentes incluem, mas sem
limitacdo, um esteroide, um inibidor de TNFa, e um inibidor de IL-6. Um exemplo
de um inibidor de TNFa é entanercept. Um exemplo de um inibidor de IL-6 é
tocilizumab (toc).

[0337] Numa modalidade, o sujeito pode ser administrado com um agente
que intensifica a atividade de uma célula T modificada. Por exemplo, numa
modalidade, o agente pode ser um agente que inibe uma molécula inibitoria. As
moléculas inibidoras, por exemplo, Morte Progrmada 1 (PD1), podem, em algumas
modalidades, diminuir a capacidade de uma célula T modificada para montar uma
resposta efetora imunolégica. Exemplos de moléculas inibidoras incluem PD1, PD-
L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 e TGFR beta.
A inibicdo de uma molécula inibitéria, por exemplo, por inibicdo no nivel de DNA,
RNA ou proteina, pode otimizar um desempenho de célula T modificada. EM
modalidades, um acido nucleico inibidor, por exemplo, um &cido nucleico inibidor,
por exemplo, um dsRNA, por exemplo, um siRNA ou shRNA, pode ser usado para
inibir a expressao de uma molécula inibitoria na célula de expresséao de TFP. Numa
modalidade, o inibidor € um shRNA. Numa modalidade, a molécula inibitoria &

inibida numa célula T modificada. Nestas modalidades, uma molécula de dsRNA
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que inibe a expressao da molécula inibitoria € ligada ao acido nucleico que codifica
um componente, por exemplo, todos os componentes, da TFP. Numa modalidade,
o0 inibidor de um sinal inibidor pode ser, por exemplo, um anticorpo ou fragmento de
anticorpo que se liga a uma molécula inibitéria. Por exemplo, o agente pode ser um
anticorpo ou fragmento de anticorpo que se liga ao PD1, PD-L1, PD-L2 ou CTLA4
(por exemplo, ipilimumab (também denominado como MDX-010 e MDX-101, e
comercializado como Yervoy®; Bristol-Myers Squibb; Tremelimumab (anticorpo
monoclonal de 1gG2 disponivel de Pfizer, anteriormente conhecido como
ticilimumab, CP-675,206)). Numa modalidade, o agente € um anticorpo ou
fragmento de anticorpo que se liga a TIM3. Numa modalidade, o agente € um
anticorpo ou fragmento de anticorpo que se liga a LAG3.

[0338] Em algumas modalidades, o agente que intensifica a atividade de uma
célula T modificada pode ser, por exemplo, uma proteina de fusdo que compreende
um primeiro dominio e um segundo dominio, em que o primeiro dominio € uma
molécula inibitéria, ou fragmento da mesma, e o segundo dominio é um
polipeptideo que é associado a um sinal positivo, por exemplo, um polipeptideo que
compreende um dominio de sinalizac&o intracelular conforme descrito no presente
documento. Em algumas modalidades, o polipeptideo que € associado a um sinal
positivo pode incluir um dominio coestimulatorio de CD28, CD27, ICOS, por
exemplo, um dominio de sinalizag&o intracelular de CD28, CD27 e/ou ICOS, e/ou
um dominio de sinalizagdo primario, por exemplo, de CD3 zeta, por exemplo,
descrito no presente documento. Numa modalidade, a proteina de fuséo é expressa
pela mesma célula que expressou a TFP. Em outra modalidade, a proteina de fuséo
€ expressa por uma célula, por exemplo, uma célula T que ndo expressa uma TFP
anti-CD19.

EXEMPLOS

[0339] A invencdo € adicionalmente descrita em detalhes a titulo de
referéncia aos exemplos experimentais a seguir. Estes exemplos sé&o fornecidos

apenas com propadsitos de ilustracdo, e ndo sao destinados a serem limitantes a
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menos que especificado de outro modo. Deste modo, a invencdo ndo deve ser
interpretada de modo algum como limitada aos seguintes exemplos, mas em vez
disto, deve ser interpretada como abrangendo quaisquer e todas as variagdes que
se tornam evidentes como resultado do ensinamento fornecido no presente
documento. Sem descricdo adicional, acredita-se que o individuo de habilidade
comum na técnica pode, com 0 uso da descricdo anterior e dos exemplos
ilustrativos a seguir, produzir e utilizar os compostos da presente invencédo e
praticar os métodos reivindicados. Os exemplos de trabalho a seguir apontam
especificamente varios aspectos da presente invencdo, e nao devem ser
interpretados como limitantes de qualquer maneira no restante da divulgacéo.

FUNDAMENTOS PARA OS EXEMPLOS 1 A5

[0340] Os receptores de célula T (TCRs) reconhecem antigenos estranhos
que foram processados como peptideos pequenos e ligados as moléculas de
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) na superficie de células que
apresentam antigenos (APCs). O complexo de receptor de célula T (TCR) é
formado por um agrupamento de dimeros, incluindo: subunidades alfa e beta de
receptor de célula T (TCRa/B) ou subunidades gama e delta (TCRyd); e dimeros
CD3 CD3y/e, CD30/¢, e CD3C/C. Os genes constantes alfa de receptor de célula T
(TRAC) e constantes beta de receptor de célula T (TRBC) codificam a regido C-
terminal constante de TCRa e TCRf, respectivamente.

[0341] A ruptura da regido constante de TCR (regifes constantes de TCR)
blogueia a translocacdo de TCRa ou TCRf para a superficie celular, inibindo, deste
modo, a montagem do complexo de receptor de TCR. Prejudicar a translocacao de
TCRa ou TCRp € o suficiente para inibir a montagem de receptor de TCR inteiro. A
desativacdo do complexo de TCR pode, portanto, ser feita alvejando-se os genes
TRAC ou TRBC com um método de edicdo de gene com o0 uso de método de
repeticdo palindrbmica curta regularmente intercalada agrupada (CRISPR),
nucleases de efetor de tipo ativador de transcricdo (TALENS), nucleases de dedo

de zinco ou meganucleases. Entretanto, as células T TFP com base em proteinas
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de fusdo de CD3e ou CD3y ou CD3d necessitam de expressdo de superficie de
TCR a/p para incorporar num complexo de TCR funcional.

[0342] A ativacdo do complexo de TCR na superficie de células T doadoras
por antigenos receptores (isto é, o reconhecimento de antigenos apresentados pelo
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) em células que apresentam
antigeno) pode acionar efeitos indesejaveis, como doenca de enxerto versus
hospedeiro (GvHD) e sindrome de liberacdo de citocina (CRS). Deste modo, os
seguintes Exemplos descrevem métodos para introduzir um transgene em células
de knock-out de TCR que codificam uma verséao truncada de TCRa ou TCRp, e a
proteina de fusdo em si separada por um sinal de autoclivagem (por exemplo, T2A).
Numa modalidade, a versdo truncada de TCRa ou TCRP inclui o dominio
transmembranar e o dominio de peptideo de conexdo (CP) de TCRa ou TCR[. Em
outra modalidade, o dominio de ligacdo ao antigeno de TFP é fundido na
extremidade N-terminal do comprimento truncado ou completo TCRa e/ou TCR.

EXEMPLO 1. PROJETO DE crRNA (RNA DE CRISPR)

[0343] crRNAS para desativar TRA foram projetados com o algoritmo “Dunne
2017” acessivel no sitio da web de biblioteca DeskGen™ CRISPR
(www.deskgen.com). Quaisquer crRNAs que ligam o l6cus de TRA podem gerar de
modo eficaz as quebras de fita dupla no gene de TRA. Para minimizar a atividade
sem alvo da CRISPR endonuclease, crRNAs usados tém uma pontuagcéo sem alvo
de >90%, que compreende pelo menos 3 divergéncias com a sequéncia homodloga
mais préoxima no genoma de Genome Reference Consortium Human versdo 38
(GRCh38/hg38). Numa modalidade preferencial, uma divergéncia esta localizada
nos 8 bp a montante do motivo adjacente protoespacador (PAM). As Tabelas 1 a 2
mostram as sequéncias de crRNA exemplificativas selecionadas para desativar o
gene de TRA (Tabela 1) e atividade fora de alvo prevista (Tabela 2).

TABELA 1. crRNAs SELECIONADOS PARA DESATIVAR O GENE DE

TRA:
ID CrRNA PA |Alvo |Localizacdo Gendmica |Pontuacéo
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M sem alvo

(%)

TRAC1- |TCTCTCAGCTGG |AG |TRA |chrl4: 22547526 “loa

4894 TACACGGC G |C1 22547545

TRAC2- CTCGACCAGCTT |AG |TRA |chri4: 22549647 “log

4598 GACATCAC G |C2 22549666

TRACS3- GATTAAACCCGG |AG |TRA |chri4: 22550612 “log

2998 CCACTTTC G |C3 22550631

TABELA 2: SITIOS SEM ALVO PREVISTOS; DIVERGENCIAS E NTRE

COM E SEM ALVO SAO INDICADAS EM NEGRITO

Divergénci Localizaga
crRNA Sem Alvo PAM a 9 Exon |o
Gendmica
chrl:
TCCCTCAGCTGGTAC . 186070730
AAGGA TGG |3,17,20  [Sim |-
186070753
TCTGTCAACTGGTAC chrx:
ATGOC AAG (4817 Nio |83244396 -
83244419
chrlb:
TCTCATAGCTGGTAC N 100865579
ATGOC GGG |[56,17 Ndo |-
100865602
chrl:
TTTCTCAGCTGGTAC N 247923608
TRACL ATGCA GGG (21720 |N&o |
4894 247923631
chrl6:
ggégTG(éAGCTGGTA AAG  |1,3.16 Ndo 8713603 -
8713626
chr4:
TCACTCAGCTGGTAC N 130310607
ATGGG CAG 3,17,20 Nao i
130310630
TCTCCCAGCTGGGA chri:
CAcGeT GAG |5,1320 |Nao |55167399 -
55167422
TCAATCAGCTGGTGC e
ACOGO TGG |3.4.14 N&o _236924538
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236924561
chrl2:
ZCC:TG(éACCAGCTGATAT TGG |512.15 |Ndo |49641344 -
49641367
chrl0:
CTCCACCACCTTGAC . 102422239
CTOAG CGG [4.916 sim |
102422262
CTCAACCAGAATGAC chr2:
ATOAC 282 cAG 141011 |Ndo  |55715822 -
TRAC2 -|[B=R 55715845
4598
CTAGACCAGCTTGAC chrd.
cTeeC CAG [3.16,19 |Ndo |89585943 -
89585966
CTAGACCAGCTTGG chrs:
CAAGAG AGG (31417 |Nso [82123725 -
82123748
chrb:
GAATAAAACCGGCC N 128101267
AOTTTG GGG [3,8.20 Ndo |-
TRAC3 - 128101290
2998 chr2:
GATTATACCTGGCCA N 145719958
CATTC AAG [6,10,17 [N&o |
145719981

[0344] crRNAs para desativar TRB foram projetados com algoritmo Dunne
2017 conforme descrito acima. A medida que a regido constante de TCRB é
codificada por dois genes, TRBC1 e TRBC2, crRNAs sao direcionados a
sequéncias idénticas tanto em TRBC1 quanto em TRBC2. Consequentemente, o
escore sem alvo gerado por DeskGen™ é mais baixo do que 94%. Entretanto, além
de alvejar TRBC1 e TRBC2, outras sequéncias homélogas entre crRNAs e o
genoma GRCh38/hg38 tém pelo menos 3 divergéncias. Numa modalidade
preferencial, uma destas divergéncias esta localizada no s8 bp a montante do
motivo adjacente protoespacador (PAM). As Tabelas 3 a 4 mostram as sequéncias
de crRNA exemplificativas selecionadas para desativar o gene de TRB (Tabela 3)
e atividade fora de alvo prevista (Tabela 4).

TABELA 3: crRNAs SELECIONADOS PARA DESATIVAR O GENE DE
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TRB:

Pontu
PA acao

ID crRNA M Alvo |Localizacéo sem
alvo
(%)

TRBC TRBC | chr7: 142801121 - 142801140

) ACACTGGTGTGC |AG |1 45

44345 | CTGGCCAC G |TRBC |chr7_KI270803v1_alt: 814747 -

2 814766

TRBC TRBC | hr7: 142791879 - 142791898

- AGGGCGGGCTG |GG |1 47

45447 |CTCCTTGAG G |trBC

a ) chr7: 142801226 - 142801245

TRBC TRBC | chr7: 142791914 - 142791933

) CTGCCTGAGCAG |GG |1 46

CCGCCTGA G

45246 S B |chr7: 142801261 - 142801280

TRBC TRBC | h17: 142791946 - 142791965

- GCGGGGGTTCT |TG |1 47

45447 |GCCAGAAGG G TRBC

b ) chr7: 142801293 - 142801312

TABELA 4: SEM ALVOS PREVISTOS, DIVERGENCIAS ENTRE C OM E
SEM ALVO SAO INDICADAS EM NEGRITO

crRNA Sem Alvo PAM glvergenc Exon |Lécus
ACTCTGGGCTGC . chrld:  105601630-
CTGGCCAC GGG 13,89 SIm- 1105601653
ACTCTGTTGTGC . chr20:  62963310-
CTGGACAC CGG 3,717 |SIm 165063333
TCACAGGTGAGC _ lchria:  98950710-
TRBC. |CTGGCCAC AGG 11510 INao 19950742

44345 : -
GCACGGGTGGG TGG |1,5.10 N0 chrl2: 108839394

CCTGGCCAC 108839417
GCAGGGGTGTG . chri6: 3010877-
CCTGGCCAC TGG 1145 Nao 13310000
ATCCTGCTGTGC ) chré: 37655368-
CTGGCCAC AGG 237 Nao 37655301
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155% éﬁgggTA\c?AGGCTC AGG 12611 Nao 2%57:3342176733401-
TGGGCGGGCTG |GAG |1,12,19 |Nao |chr5: 179287136
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TTCCTTGGG 179287159
CIOCTTNAT e (1052 e By 20
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EXEMPLO 2: EDICAO DE TCRa OU B ENDOGENO EM CELULAS
JURKAT

[0345] A desativacao dos genes TRA ou TRB em células Jurkat foi feita por
eletroporacgéo de ribonucleoproteinas SpCas9 (RNPs) direcionadas contra a genes
de TRA ou TRB. As células foram mantidas a 0,2x108 células por ml em meio RPMI
1640 suplementado com Soro Bovino Fetal 10% (FBS) e L-Glutamina 300mg/L até
a eletroporacado. As ribonucleoproteinas SpCas9 que alvejam genes TRA ou TRB
foram preparadas anelando-se crRNA que alveja TRAC (TRAC2-4598) ou TRBC
(TRBC-44345) com tracrRNA numa razao molecular de 1:1. As duplexagbes
aneladas foram misturadas com proteina SpCas9 numa razao molecular de 1,5:1.
0,61 uM de RNPs foram misturados com 2,5x106 células T e eletroporados de
acordo com o protocolo do fabricante para o Sistema de Transfeccdo Neon
(ThermoFisher). A eletroporacédo foi definida em 1600V, 10ms, 3 pulsos. Apds o
pulso as células foram imediatamente transferidas para o meio aquecido e
incubadas a 37°C por trés dias.

[0346] A eficicia de edicao foi avaliada observando-se a perda de expresséao
de superficie de TCRaf3 e CD3¢ por meio de citometria de fluxo. Os resultados séo
mostrados na Figura 2 para células editadas de TRA (painel esquerdo) e células
editadas de TRB (painel direito). As células Jurkat editadas foram purificadas por
meio do sistema de separacao de células Classificacdo Celular Ativada Magnética

(MACS, Miltenyi Biotec). As células Jurkat editadas foram negativamente
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selecionadas contra o anticorpo anti-TCRaf IP27 (eBioscience n® 17-9986-42) e
anticorpo anti-CD3¢ SK7 (eBioscience n°® 25-0036-42). As células que expressam
TCRaB ou CD3¢ em sua superficie foram imobilizadas para as colunas MACS MS
(n° de cat.130-041-301) ou LS (n° de cat.130-041-306), enquanto as células Jurkat
editadas, negativas tanto para TCRa quanto para CD3g, foram coletadas na
coluna atravessante e mantidas em cultura em 0,4x10° células/ml no meio
especificado acima.

EXEMPLO 3. EDIQAO DE CELULAS T HUMANAS

[0347] Os genes de TRA ou TRB sao, entdo, desativados em células T
primérias de um doador humano. Dois a quatro dias antes da eletroporacéo, as
células T foram ativadas com esferas ativadoras de célula T humana Dynabeads®
para CD3/CD28 (Gibco n°11132D) numa razao de 1:1 em meios otimizadores CTS
(Gibco n® A1022101) complementados com 10% de soro humano (hAB, Valley
Biomedical HP1022) e 300 U.mlI! IL2 (Petrotech n°200-02). As ribonucleoproteinas
SpCas9 gque alvejam genes TRA ou TRB foram preparadas crRNA anelado que
alveja TRAC (TRAC2-4598) ou TRBC (TRBC-44345) com tracrRNA numa razéo
molecular de 1:1. As duplexacdes aneladas foram misturadas com proteina SpCas9
numa razdo molecular de 1,5:1. 0,61 uM de RNPs foram misturados com 2,5x10°
células T e eletroporados apés o protocolo do fabricante para o Sistema de
Transfeccdo Neon, a eletroporacao foi definida em 1600V, 10ms, 3 pulsos. As
células foram imediatamente transferidas para o meio aquecido (CTS Optimizer
(Gibco n°A1048501) com hAB 10% (Valley Biomedical n°HP1022), 300 u.ml?
IL2(Petrotech n°200-02), 25 ng.ml* IL7 (R & D System n° 207-1L-010) e incubadas
a 37°C para permitir a expansao de células T editadas com um tempo de duplicacéo
aproximado de 3 a 5 dias. A eficacia de edicao foi avaliada medindo-se a perda de
expressdo de superficie de TCRa e CD3¢ por meio de citometria de fluxo. As
células T editadas foram purificadas com o uso de Classificacdo Celular Ativada
Magnética (MACS®, Miltenyi Biotec) de acordo com o sistema de separacdo de

célula do fabricante e foram negativamente selecionadas contra o anticorpo anti-
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TCRap IP27 (eBioscience n°14-9986-82) e anticorpos anti-CD3e SK7 (eBioscience
n°16-0036-81). As células que expressam TCRa3 ou CD3¢ em sua superficie foram
imobilizadas nas colunas MACS MS (n° de cat.130-041-301) ou LS (n° de cat.130-
041-306), enquanto as células T editadas, tanto negativas para TCRaf3 quanto para
CD3g, foram coletadas na coluna atravessante e mantidas em cultura em 10°
células/ml no meio especificado acima. Os resultados sdo mostrados na Figura 3.

EXEMPLO 4: ALOGENICIDADE DE CELULAS T NEGATIVAS DE TCR

[0348] As células de knock-out de (KO) TCRaf foram avaliadas em relagéo
a alogenicidade usando-se um ensaio de reacao de linfocitos misturados (MLR). O
corante de identificacdo de éster succinimidilico de carbofluoresceina (CSFE) foi
incorporado as células T TCRa e TCRB KO e as células foram subsequentemente
cocultivadas numa razao 1:1 com PBMCs retidas por proliferacéo (Streck, Inc.) de
doadores de HLA (Doadores 1 e 2, respectivamente) convergentes (reacao auto)
ou divergentes (reacao alo) Acetato de forbol miristato (PMA) a 5 ng/ml e ionomicina
a 500 ng/ml foi usada como um controle positivo para estimulo de TCR
independente. anti-CD3¢ ligado a placa também foi usado como um controle
indireto para confirmar a falta de receptor de TCR nas células T de knock-out de
TCRa e TCRB. A proliferacdo de células T doadoras foi monitorada por deplecéao
de CSFE; os niveis basais de proliferacdo foram medidos apds uma incubacao de
vinte e quatro horas sem estimulo, e os niveis foram medidos novamente apds um
periodo de incubacédo de cinco dias. O corante CSFE dilui pela metade mediante
diviséo celular e, deste modo, a quantidade de proliferagdo que ocorreu nas células
T foi avaliada e comparada com os controles doadores de HLA correspondidos e
nao correspondidos. Os resultados sdo mostrados na Figura 4.

[0349] A expressao de superficie de TCRap e CD3¢ foi analisada conforme
descrito no Exemplo 2 para células T Jurkat (Figuras 9A a 9C) e células T doadoras
(Figuras 10A a 10B). Figuras 9A a 9C mostram a expressao de superficie de CD3
vs TCRaB em células de tipo selvagem (Figura 9A), células TRB KO sem

transducéo (Figura 9B), células TRB KO com transducao de TFPs de comprimento
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completo de TCRB (FL) (Figura 9C). As portas nos graficos foram desenhadas
como delineando a populagdo negativa-negativa de CD3 e TCRaf de células e as
porcentagens de células restantes em cada quadrante sdo mostradas nos cantos.

[0350] As Figuras 10A a 10B mostram a expressao de superficie de CD3 vs
TCRaB em células de knockout de TRB transduzidas com um gene de TRBC
humano truncado (Figura 10A) e com um gene TRAC-T2A-TRBC murino (Figura
10B). As portas nos graficos foram desenhadas como delineando a populacdo
negativa-negativa de CD3 e TCRaf de células e as porcentagens de células
restantes em cada quadrante sao mostradas nos cantos.

EXEMPLO 5: EXPRESSAO DE PROTEINA DE FUSAO DE RECEPT OR
DE CELULA T EM CELULAS NEGATIVAS DE TCR

[0351] A inativacao de TRA ou TRB bloqueia a translocacéo para a superficie
celular de todas as subunidades de TCR. Consequentemente, um transgene de
TRA ou TRB exdgeno é expresso em células TRA” ou TRB™, respectivamente,
para obter uma célula T de TFP funcional.

TRANSDUGCAO DE CELULAS JURKAT

[0352] Os transgenes de TFP foram introduzidos em células Jurkat com o
uso de lentivirus, conforme descrito, por exemplo, na Publicacdo de Patente
copendente n° U.S. 2017-0166622. As células Jurkat foram incubadas com virus a
uma multiplicidade de infeccéo (MOI) de cinco. O meio foi substituido vinte e quatro
horas apés a incubacéo. A eficicia de transducéo e a expressao de TFP foi avaliada
com citometria de fluxo com o uso de um ligante especifico ao ligante de TFP de
interesse e/ou superficie expressao de TCRaf e CD3k.

TRANSDUCAO DE CELULAS T

[0353] Os transgenes de TFP foram introduzidos em células T com o uso de
lentivirus, conforme descrito, por exemplo, na Publicacdo de Patente copendente
n°® U.S. 2017-0166622. As células T foram centrifugadas junto com virus numa
multiplicidade de infeccdo (MOI) de cinco mais 5 pg/ml de polibreno durante 100

minutos a 600 g. O meio foi substituido vinte e quatro horas apds a centrifugacao.
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A eficacia de transducao e a expressao de TFP foi avaliada com citometria de fluxo
com o uso de um ligante especifico ao ligante de TFP de interesse e/ou superficie
expressdo de TCRaf e CD3k.

EXPRESSAO DE TFP DE TCRA/B HUMANO

[0354] A medida que as células negativas de TCRa ainda expressam TCRB
e, de modo reciproco, TCRa é expresso em células negativas de TCRp; portanto,
TCRa TFPs foram expressos em células TRA” e TFPs de TCR foram expressas
em células TRB”-. O formato multiplo de TFPs de TCRa/B e TCRa/B foi testado em
células negativas de TCR para determinar a constru¢éo otimizada para restaurar a
translocacdo do complexo de TCR inteiro (Figura 5). As TFPs de comprimento
completo (FL) de TCRa/ foram geradas montando-se qualquer um dos éxons
variaveis (V) com qualquer um dos éxons de juncao (J) seguidos por todos os éxons
constantes de I6ci de TCR. Numa modalidade, um éxon de diversidade D pode ser
colocado entre V e J. Possivelmente, a mutagdo ou indel pode ser adicionada na
juncdo de cada éxon para imitar a atividade de enzimas de gene de ativacéo de
recombinacdo (RAG). Os residuos de TRAV sdo numerados de acordo com o
sistema de informacdes ImMMunoGeneTics internacional (IMGT, imgt.org).

[0355] TCRarL) FMC63 TFP expressada em células TRA™

[0356] Nt-FMC63-TRA(V13-1(-256); J13; C)-Ct.

[0357] Nt- FMC63-TRA(V8-1; J20; C)-Ct.

[0358] Nt- FMC63-TRA(V29DVS5 ; J44; C)-Ct.

[0359] TFP de TCRa truncado expressou células de TRA™.

[0360] Nt-FMC63-TRA(V13-1(3-256); J13; C)-Ct.

[0361] Nt-FMC63-TRA(V13-1(105-256); J13; C)-Ct.

[0362] TCRa truncado expressou células TRA”, residuos TRAC sé&o
numerados de acordo com o sistema de informagdes ImMunoGeneTics
internacional (IMGT, www.imgt.org).

[0363] Nt-TRAC7-174-Ct.

[0364] Nt-TRAC128-174-Ct.
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TCRB(L) FMC63 TFP EXPRESSADA EM CELULAS TRB

[0365] Nt-FMC63-TRB(V9; J1-1; C1)-Ct.

[0366] Nt- FMC63-TRB(V7-9; J1-5; C1)-Ct.

[0367] Nt- FMC63-TRB(V5-1 ; J2-2; C1)-Ct.

[0368]A TFP de TCRB expressou células TRB”, residuos TRBC sé&o
numerados de acordo com o sistema de informacdes IMGT internacional, conforme
observado acima.

[0369] Nt-FMC63-TRBC1-s)-173-Ct.

[0370] Nt-FMC63-TRBC1122-174-Ct.

[0371] Nt-FMC63-TRBC1127-174-Ct.

EXPRESSAO DE TFP DE TCRa/f HUMANO TRUNCADO

[0372] A superexpressao dos dominios constantes tanto de TCRa quanto de
TCRp pode ser suficiente para acionar a translocacédo do complexo de TCR inteiro
a superficie celular. Para testar isto, um transgene de TRP foi projetado, o qual
codifica os dominios constantes de TCRa e TCRB separados por um peptideo
autoclivante 2A. Numa modalidade, o ligante de TFP é fundido na extremidade N-
terminal de TRAC e/ou TRBC. Em outra modalidade, a TFP é fundida a uma
molécula de CD3 e expressada independentemente de transgene TR[A/B]C.

EXPRESSAO DE TFP DE TCRa/f MURINO TRUNCADO

[0373] As regides constantes de TCR humano sao intercambiaveis com seus
homélogos murinos. Adicionalmente, as regides constantes de TCR de
camundongo aumentam a estabilidade do complexo de CD3{/TCR quando
expressadas em ceélulas humanas. Consequentemente, um transgene de TFP foi
projetado, o qual codifica os dominios constantes de TCRa e TCR de camundongo
separados por um peptideo autoclivante 2A. Numa modalidade, o ligante de TFP é
fundido na extremidade N-terminal de mTRAC e/ou mTRBC. Em outra modalidade,
o ligante de TFP é carreado por moléculas CD3 e expresso independentemente de
transgene mTR[A/B]C.

[0374] Os transgenes mTR[A/B]C expressam em células TRA” ou TRB™,
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[0375] Nt-FMC65-mTRAC114-169-T2A-mTRBC123-173-Ct.

[0376] Nt-mTRAC114-169-T2A-mTRBC123-173-Ct.

EXPRESSAO DE TFP DE TCRa/p HUMANO MURINIZADO

[0377] Para aumentar a afinidade entre as regides constantes de TCRa e
TCRB humanos, uma série de sequéncias foi manipulada, em que residuos de TCR
humano séo substituidos por TCR de camundongo. As substituicbes foram
introduzidas na regido constante de TCRa, incluindo residuos P90S, E91D, S92V,
S93P. As substituigbes introduzidas na regido constante de TCRP foram E11K,
S15A, F1291, E132A, Q135H. Estas substituicbes tornaram TRAC e TRBC
suficientes para a translocagdo do complexo de TCR inteiro a superficie celular.
Portanto, a TFP é expressa através de um transgene Nt-FMC63-TRAC.7)-174 P90S,
E91D, S92V, S93P -T2A- TRBC1(s)173 E11K, S15A, F129I, E132A, Q135H-Ct em
células de TRA” ou TRB™.

A EXPRESSAO DE UMA TPF DE TCRa INTENSIFICADA

[0378] Diversas estruturas do complexo de TCRaB humano estéo
disponiveis no banco de dados de proteina (PDB). Estas estruturas destacam
residuos envolvidos na interacdo TCRa/TCRp e outros residuos de TRAC préximos
de TRBC, mas nédo envolvidos na interacdo de TCRa/TCRpB. Entdo, € possivel
intensificar a afinidade de TCRa para TCRB por uma ou mais das seguintes
substituicbes em TRAC: V22W, F85.5E, T84D, S85.1D, V84.1W.

[0379] A expressdo de TRAC-TFP intensificado em células TRA” restauram
a translocagéo a superficie celular do TCR inteiro. TRAC-TFP intensificado em
células WT toma de modo eficaz o lugar de molécula de TCRa enddgeno no
complexo de TCR. Intensificar TRAC expressa sem o ligante de TFP restaurar de
modo eficaz a translocacao de complexo de TCR a superficie celular, no caso de o
ligante de TFP ser fundido as moléculas de CD3 e expressados
independentemente de transgene TRAC intensificado ou no mesmo transgene
colocando-se um peptideo autoclivante 2A entre ambas as sequéncias de

codificacédo (CDS).
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[0380] De modo similar, as substituicbes em TRBC intensificam a interacao
entre TCRa/TCRB. As substituicdes V22W introduzidas individualmente ou em
combinacdo em TRBC sao suficientes para restaurar a translocacao a superficie
celular do TCR inteiro em células TRB”-. A expressdo de TRBC-TFP intensificado
em células TRB™ restauram a translocacdo a superficie celular do TCR inteiro. A
expressdo de TRBC-TFP intensificada em células de tipo selvagem toma de modo
eficaz o lugar de molécula de TCRp enddégeno no complexo de TCR. No caso de
TRBC intensificado se expressar sem ligante de TFP, o ligante de TFP é fundido
as moléculas CD3 e expresso independentemente de transgene de TRBC
intensificado ou no mesmo transgene colocando-se um peptideo autoclivante 2A
entre ambas as CDS.

EXPRESSAO DE UMA TFP de IgG/TCR o/ HIBRIDA

[0381] A interacdo entre TCRa e TCRp é intensificada substituindo-se o
dominio varidvel de TCRa e TCRB com dominios constantes de IgG. Portanto, os
dominios CHL1 constantes de cadeia pesada de IgG foram fundidos na extremidade
N-terminal de TRBC enquanto os dominios CL constantes de cadeia leve de IgG
foram fundidos na extremidade N-terminal de TRAC. Finalmente, a TFP foi
adicionada na extremidade N-terminal de CL. Numa modalidade, ambos os
construtos sao codificados pelo mesmo transgene colocando-se um peptideo
autoclivante 2A entre os mesmos conforme indicado: Nt- FMC63 — 1gGcL(-7)-125 —
TRAC-6)-174 — T2A — 1gGcHi(-7-122 — TRBC(-8)-173. Em outra modalidade, a posicao de
IgGcL e IgGcH1 € trocada. Em outra modalidade, o ligante de TFP € fundido na
extremidade N-terminal de IgGcL ou/e IgGcH1 ou fundido as moléculas CD3 e
expresso independentemente. Em outra modalidade, as substituicbes de residuo
sao introduzidas para intensificar a interacdo de CH1/CL de IgGcLF7A, 1gGcH1A20L.

EXPRESSAO DE TCR-TFP DE DOMINIOS TROCADOS

[0382] As moléculas de TCRa/B/y/d adotam uma organizacdo estrutural
similar. Na extremidade N-terminal, suas regiées V(D)J adotam uma conformagao

do tipo imunoglobulina (IgV), enquanto suas regides C sdo constituidas por um
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dominio do tipo imunoglobulina (IgC) seguido por um peptideo de conexao (CP) um
dominio transmembranar (TM) e uma cauda intracelular (IC) curta na extremidade
C-terminal. Apesar da alta homologia estrutural entre estas moléculas, TCRa
apenas faz par com TCR[3 e TCRy apenas faz par com TCR&. Consequentemente,
trocar o dominio (ou dominios) de TCRa para dominio (ou dominios) de TCRy e
dominio (ou dominios) de TCR[ para dominio (ou dominios) de TCRy gerara TFPs
que nao fazem par com moléculas de TCR enddgeno. Por exemplo, Nt-FMC63 —
IgCa - CPy - TMy — ICy — 2A — IgC3 — CPd — ICd -Ct produz um receptor alogénico
em que IlgCaCPyTMyICy interage especificamente com IgCbCPdICd e ndo com
TCR enddbgeno em células TRA” ou TCRa enddgeno em células TRB”-. Em outra
modalidade, o ligante de TFP é fundido na extremidade N-terminal de IgCB ou/e
IgCa ou fundido as moléculas CD3 e expresso independentemente. Combinacdes
diferentes de dominios trocados podem ser usadas com os métodos divulgados no
presente documento.

KNOCK-IN (KI) DE UM PEPTIDEO AUTOCLIVANTE 2A EM LOC US DE
TCR

[0383] Introducéo de um sinal de autoclivagem a montante do dominio de CP
em quadro com genes TRAC ou TRBC gera uma versao truncada endogena de
TCRa ou TCRB. Deste modo, a sequéncia a jusante do sinal de clivagem que
compreende os dominios de CP e TM é transcrita a superficie celular; em contraste,
a parte a montante do sinal de clivagem que compreende as regides determinantes
de complementaridade (CDRs) ndo é translocada a superficie celular. Numa
modalidade, o sinal de autoclivagem é inserido em quadro nos genes TRAC ou
TRBC por reparo direcionado de homologia (HDR) ou reparo de modelo de fita
tnica (ssTR). HDR € induzido por uma quebra de fita Unica (SSB) de DNA ou uma
guebra de fita dupla de DNA (DSB) enquanto ssTR é induzido apenas por SSB.
Numa modalidade, uma endonuclease personalizada é usada para gerar uma DSB
a montante de regido de CP ou uma nickase para gerar uma SSB na mesma area

de TRAC ou TRBC. O DNA de doador homélogo que compreende um sinal de
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autoclivagem deve ter pelo menos homologia de 40 pares de base (bp) com o alvo
endogeno, e pode ter fita simples ou dupla, linear ou circular. Adicionalmente, o
DNA de doador homologo compreende multiplas substituicbes de base para ndo
serem clivadas pela endonuclease ou nickase personalizada. Numa modalidade,
um transgene de CD3-TFP é inserido nas células antes ou apds da edicéo de gene.
Em outra modalidade, o DNA de doador homadlogo codifica a sequéncia de TFP a
jusante do peptideo de autoclivagem em quadro com TRAC ou TRBC.
Consequentemente, a molécula de fusdo de TFP-TCR esta sob controle do
receptor de TCR enddgeno sem o risco de multiplas inser¢cbes aleatorias de um
promotor exdgeno através do genoma. Um esquema é mostrado na Figura 6.
EXEMPLO 6: CITOTOXICIDADE DE CELULAS T NEGATIVAS DE TCR
HUMANO QUE EXPRESSAM TFPS
[0384] O ensaio de citotoxicidade com base em luciferase (ensaio “Luc-
Cyto”) avalia a citotoxicidade de células T TFP medindo-se indiretamente a
atividade enzimatica de luciferase nas células alvo vivas residuais apés a cocultura.
Geracéo de células tumorais que expressam luciferase de vagalume (Luc)
[0385] As células-alvo usadas no ensaio Luc-Cyto foram Nalmé6-Luc (CD19
positivas) e K562-Luc (CD19 negativas foram geradas transduzindo-se de modo
estavel células NalIm6 (DSMZ n° de cat. ACC 128) e K562 ((ATCC® n° de cat.CCL-
243™)) para expressar luciferase de vagalume. A luciferase de vagalume de
codificacdo de DNA foi sintetizada por GeneArt® (ThermoFisher) e inserida no sitio
de clonagem multipla de vetor lentiviral de promotor tunico pCDH527A-1 (System
Biosciences). O lentivirus foi empacotado de acordo com as instrucbes do
fabricante. As células tumorais foram, entéo, transduzidas com o lentivirus por 24
horas e, entédo, selecionadas com puromicina (5 pg/ml). A geracdo bem-sucedida
de células Nalm6-Luc e K562-Luc foi confirmada medindo-se a atividade enzimatica
de luciferase nas células com Sistema de Ensaio de Luciferase Bright-Glo™
(Promega).

Caracterizacao fenotipica de células T TFP alo
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[0386] As células T TFP alogénicas foram examinadas em relacdo a sua
expressdo de TCRaB humano (com TCR anti-humano, Miltenyi Bio, clone
BW242/412), TCRaB de camundongo (com TCR[ anti-camundongo, BioLegend,
clone H57-597), CD3¢ humano (com CD3¢ anti-humano BioLegend, clone UCHT1),
CD4 humano (com CD4 anti-humano, BioLegend, clone RPA-T4), CD8 humano
(com CD8 anti-humano, BioLegend, clone SK-1) e TFPs (com a deteccao do ligante
de CD19 FMC63 por CD19 biotinilado (n°® Cat. CD9-H8259, AcroBio). As células T
de tipo selvagem (ndo editadas) do mesmo doador foram examinadas com o
mesmo painel como comparagéao.

[0387] Os resultados sdo mostrados na Figura 7. As células T de tipo
selvagem mostram a expresséo de superficie de TCRap e CD3¢ humanos, mas
ndao TCRP de camundongo. Em contraste, as células T TFP alogénicas nao
mostram expressao de superficie de TCRap humano, o que indica edicdo com
sucesso. A expressao de superficie de TCRB de camundongo em células T TFP
alogénicas é coerente com a deteccdo de CD3e humano na superficie, o que
sugere remontagem com sucesso do complexo de TCR completo. A expresséao de
CD4 e CD8 humanos nao é significativamente diferente entre células T TFP e de
tipo selvagem. A deteccao de ligante de CD19 de superficie (FMC63, SEQ ID NO:X)
€ observada apenas para as células T TFP alogénicas.

ENSAIO DE LUC-CYTO QUE AVALIA A CITOTOXICIDADE DE C ELULAS

[0388] O ensaio Luc-Cyto foi definido misturando-se as células T com células
tumorais em efetor diferente (célula T) para razbes alvo (célula de tumor) (entre E
e T). As células alvo (Nalm6-Luc ou K562-Luc) foram transferidas para placa em
10000 células por poco em placas de 96 po¢cos com meio RPMI-1640 suplementado
com FBS desativado por calor (HI) 10%. As células T TFP alogénicas foram
adicionadas as células tumorais em 30000, 10000, ou 3333 células por pogo para
alcancar razdes entre E e T de 3 para 1, 1 para 1, ou 1 para 3. As misturas de

células foram incubadas por 24 horas a 37°C com CO2 5%. A atividade enzimatica
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de luciferase foi medida com o uso do Sistema de Ensaio de Luciferase Bright-
Glo™ (Promega), que mede a atividade das células-alvo vivas residuais na célula
T e cocultura de célula de tumor.

[0389] Os resultados sdo mostrados na Figura 8. As células T de TFP
alogénica, células T TFP de CD3¢ alo e mTCRap alo, mostraram lise robusta e
especifica com células tumorais positivas de CD19 Nalm6-Luc, mas néo as células
tumorais negativas de CD19 K562-Luc.

MLR de células T negativas de TCR humano que expressam TFPs

[0390] As células T negativas de TCR humano que expressam TFPs sao
avaliadas quanto a alogenicidade usando-se um ensaio de reacgdo de linfécitos
misturados (MLR). As células doadoras de PBMC divergentes sao primeiramente
depletadas de células B por Classificacdo Celular Ativada Magnética de células
negativas de CD19. PBMCs sdo marcadas com o PKH de corante de marcacao
celular lipofilica e fixadas com paraformaldeido .4%. Simultaneamente, um corante
de PKH colorido diferente é incorporado em células T alvo. As células T negativas
de TCR humano que expressam TFPs e células T de tipo selvagem do mesmo
doador séo subsequentemente cocultivadas numa razao 1:1 (PBMCs para células
T) ou as células T sao cultivadas sozinhas. A proliferacéo de células T doadoras é
monitorada rastreando-se o corante PKH por um ponto no tempo de seis a doze
dias. O corante PKH dilui pela metade mediante divisao celular e, deste modo, a
quantidade de proliferacdo que ocorre nas células T € avaliada e comparada com

0s controles de tipo selvagem.
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REIVINDICACOES

1. Acido nucleico recombinante caracterizado pelo fato

de que compreende

(&) uma sequéncia que codifica uma proteina de fusa o]
(TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende

(i) uma subunidade de TCR que compreende

(1) pelo menos uma porgdo de um dominio extracelula r de
TCR,

(2) um dominio transmembranar, e

(3) um dominio intracelular que compreende um domin io
estimulatério a partir de um dominio de sinalizacdo
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, T CR alfa
ou TCR beta, e

(i) um anticorpo humano ou anticorpo humanizado qu e

compreende um dominio de ligagdo ao antigeno; e

(b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de
TCR, em que o dominio constante de TCR é um dominio constante
de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio
constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta;

em que a subunidade de TCR e o0 anticorpo sao
operacionalmente ligados, e em que a TFP incorpora
funcionalmente num complexo de TCR quando expressa numa
célula T modificada que compreende uma ruptura func ional de
uma TCR enddgena.

2. Acido nucleico recombinante caracterizado pelo fato

de que compreende

(&) uma sequéncia que codifica uma proteina de fusa o]
(TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende

(i) uma subunidade de TCR que compreende

(1) pelo menos uma porgédo de um dominio extracelula r de
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TCR,

(2) um dominio transmembranar, e

(3) um dominio intracelular que compreende um domin i0
estimulatério a partir de um dominio de sinalizacdo
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, T CR alfa
ou TCR beta, e

(i) um ligante de ligacdo ou um fragmento do mesmo é
capaz de se ligar a um anticorpo ou fragmento do me smo; e

(b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de
TCR, em que o dominio constante de TCR é um dominio constante
de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio
constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta;

em que a subunidade de TCR e o ligante de ligacdo o u
fragmento do mesmo sdo operacionalmente ligados, e

em que a TFP incorpora funcionalmente no complexo d e TCR
guando expressa huma célula T modificada que compre ende uma
ruptura funcional de uma TCR endogena.

3. Acido nucleico recombinante, de acordo com a
reivindicacgéo 2, caracterizado pelo fato de que o ligante de
ligacdo é capaz de se ligar a um dominio Fc do anti corpo.

4. Acido nucleico recombinante, de acordo com a
reivindicacéo 2, caracterizado pelo fato de que o ligante de
ligacdo é capaz de se ligar seletivamente a um anti corpo
lgG1.

5. Acido nucleico recombinante, de acordo com a
reivindicacgéo 2, caracterizado pelo fato de que o ligante de
ligacdo é capaz de se ligar especificamente a um an ticorpo
lgG4.

6. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacéo 2, caracterizado pelo fato de que o anticorpo
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ou fragmento do mesmo se liga a um antigeno de supe rficie
celular.
7. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacéo 2, caracterizado pelo fato de que o anticorpo

ou fragmento do mesmo se liga a um antigeno de supe rficie
celular sobre a superficie de uma célula de tumor.

8. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacgéo 2, caracterizado pelo fato de que o ligante de
ligacdo compreende um mondémero, um dimero, um trime ro, um
tetramero, um pentamero, um hexamero, um heptamero, um

octbmero, um nonamero ou um decamero.
9. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacgéo 2, caracterizado pelo fato de que o ligante de

ligacdo ndo compreende um anticorpo ou fragmento do mesmo.

10. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacéo 9, caracterizado pelo fato de que o ligante de
ligacdo compreende um polipeptideo de CD16 ou fragm ento do
mesmo.

11. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 10, caracterizado pelo fato de que o ligante

de ligacdo compreende um polipeptideo de ligagéo a CD16.
12. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacéo 2, caracterizado pelo fato de que o ligante de

ligacdo € humano ou humanizado.

13. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que compreende
adicionalmente uma sequéncia de acidos nucleicos qu e
codifica um anticorpo ou fragmento do mesmo capaz d e ser

ligado pelo ligante de ligacéo.

14. Acido nucleico recombinante, de acordo com a
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reivindicacdo 13, caracterizado pelo fato de que o anticorpo
ou fragmento do mesmo é capaz de ser secretado a pa rtir de
uma célula.

15. Acido nucleico recombinante caracterizado pelo fato

de que compreende

(&) uma sequéncia que codifica uma proteina de fusa o]
(TFP) de receptor de célula T (TCR) que compreende

(i) uma subunidade de TCR que compreende

(1) pelo menos uma porgdo de um dominio extracelula r de
TCR,

(2) um dominio transmembranar, e

(3) um dominio intracelular que compreende um domin io
estimulatério a partir de um dominio de sinalizacdo
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, T CR alfa
ou TCR beta, e

(i) um dominio de antigeno que compreende um ligan te ou

um fragmento do mesmo que se liga a um receptor ou

polipeptideo expresso sobre uma superficie de uma c élula; e
(b) uma sequéncia que codifica um dominio constante de
TCR, em que o dominio constante de TCR é um dominio constante
de TCR alfa, um dominio constante de TCR beta ou um dominio
constante de TCR alfa e um dominio constante de TCR beta;
em que a subunidade de TCR e o dominio de antigeno séao

operacionalmente ligados, e em que a TFP incorpora
funcionalmente num complexo de TCR quando expressa numa
célula T modificada que compreende uma ruptura func ional de
uma TCR enddgena.

16. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o dominio

de antigeno compreende um ligante.
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17. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 15, caracterizado pelo fato de que o ligante

se liga ao receptor de uma célula.

18. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o ligante
se liga ao polipeptideo expresso sobre uma superfic ie de uma
célula.

19. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o receptor

ou polipeptideo expresso sobre uma superficie de um a célula
compreende um polipeptideo ou receptor de resposta ao
estresse.

20. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o receptor

ou polipeptideo expresso sobre uma superficie de um a célula
€ uma glicoproteina relacionada a MHC classe I.

21. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 20, caracterizado pelo fato de que a
glicoproteina relacionada a MHC classe | € selecion ada do
grupo que consiste em MICA, MICB, RAET1E, RAET1G, U LBP1,

ULBP2, ULBP3, ULBP4 e combina¢gbes dos mesmos.

22. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o dominio
de antigeno compreende um mon6émero, um dimero, um t rimero,
um tetramero, um pentamero, um hexamero, um heptame ro, um

octdbmero, um nonamero ou um decamero.
23. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacéo 22, caracterizado pelo fato de que o dominio

de antigeno compreende um monémero ou um dimero do ligante

ou fragmento do mesmo.
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24. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 15, caracterizado pelo fato de que o ligante
ou fragmento do mesmo € um mondmero, um dimero, um trimero,
um tetramero, um pentamero, um hexamero, um heptame ro, um

octbmero, um nonamero ou um decamero.
25. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 24, caracterizado pelo fato de que o ligante

ou fragmento do mesmo € um mondmero ou um dimero.

26. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o dominio
de antigeno ndo compreende um anticorpo ou fragment o do
mesmo.

27. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 15, caracterizado pelo fato de que o dominio

de antigeno ndo compreende uma regiao variavel.
28. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 15, caracterizado pelo fato de que o dominio

de antigeno ndo compreende uma CDR.
29. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 15, caracterizado pelo fato de que o ligante

ou fragmento do mesmo é um ligante de grupo Natural Killer

2D (NKG2D) ou um fragmento do mesmo.

30. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagdes 1 a 29, caracterizado pelo fato de
gue o dominio constante de TCR incorpora num comple xode TCR

funcional quando expresso numa célula T.

31. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagdes 1 a 30, caracterizado pelo fato de
gue o dominio constante de TCR incorpora num mesmo complexo
de TCR funcional que o complexo de TCR funcional qu e
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incorpora a TFP quando expresso numa célula T.
32. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual

uma das reivindicagbes 1 a 31, caracterizado

que a sequéncia que codificaa TFP e asequéncia qu
o dominio constante de TCR estéo contidas numamesm
de acido nucleico.
33. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual

uma das reivindicagbes 1 a 31, caracterizado

gue asequéncia que codificaa TFP e a sequéncia qu
o dominio constante de TCR estdo contidas em molécu
acido nucleico diferentes.

34. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual

uma das reivindicagbes 1 a 33, caracterizado

gue a subunidade de TCR e o dominio de anticorpo, o
de antigeno ou o ligante de ligacdo ou fragmento do
sao operacionalmente ligados por uma sequéncia liga

35. Acido nucleico

reivindicacao 34, caracterizado

ligante compreende (G 4S)n,emque n=1a4.
36. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual

uma das reivindicagbes 1 a 35, caracterizado

gue o dominio transmembranar € um dominio transmemb
TCR a partir de CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, T
ou TCR beta.

37. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual

uma das reivindicagbes 1 a 36, caracterizado

que o dominio intracelular é derivado de apenas CD3
apenas CD3 gama, apenas CD3 delta, apenas TCR alfa
TCR beta.

38. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual
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uma das reivindicagbes 1 a 37, caracterizado pelo fato de

gue a subunidade de TCR compreende (i) pelo menos u ma porgao
de um dominio extracelular de TCR, (i) um dominio

transmembranar de TCR e (iii) um dominio intracelul ar de
TCR, em que pelo menos dois dentre (i), (ii) e (i ) sédo a

partir da mesma subunidade de TCR.

39. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 38, caracterizado pelo fato de
que o dominio extracelular de TCR compreende um dom inio
extracelular ou por¢cdo do mesmo de uma proteina sel ecionada
do grupo que consiste numa cadeia de TCR alfa, numa cadeia
de TCR beta, numa subunidade de TCR de CD3 épsilon, numa
subunidade de TCR de CD3 gama, numa subunidade de T CR de CD3
delta, em fragmentos funcionais das mesmas e em seq uéncias
de aminoacidos das mesmas que tém pelo menos uma, m as nao

mais que 20 modificacdes.

40. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacbes 1 a 39, caracterizado pelo fato de
gue a subunidade de TCR compreende um dominio trans membranar
gque compreende um dominio transmembranar de uma pro teina
selecionada do grupo que consiste numa cadeia de TC R alfa,
numa cadeia de TCR beta, numa cadeia de TCR zeta, n uma
subunidade de TCR de CD3 épsilon, numa subunidade d e TCR de
CD3 gama, numa subunidade de TCR de CD3 delta, CD45 , CD4,
CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64, CD80,
CD86, CD134, CD137, CD154, em fragmentos funcionais dos
mesmos, e em sequéncia de aminoacidos dos mesmos qu e tém

pelo menos uma, mas ndo mais que 20 modificacdes.
41. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer

uma das reivindicagdes 1 a 40, caracterizado pelo fato de
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gue a subunidade de TCR compreende um dominio intra celular
de TCR que compreende um dominio estimulatério de u ma
proteina selecionada dentre um dominio de sinalizag ao
intracelular de CD3 épsilon, CD3 gama ou CD3 delta, ou uma
sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos uma mod ificacao
na mesma.

42. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 41, caracterizado pelo fato de
gue a subunidade de TCR compreende um dominio intra celular
que compreende um dominio estimulatorio de uma prot eina
selecionada dentre um dominio de sinalizagéo funcio nal de 4-
1BB e/ou um dominio de sinalizac&o funcional de CD3 Zeta, ou

uma sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos uma

modificacdo na mesma.

43. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacdes 1 a 42, caracterizado pelo fato de
gue compreende adicionalmente uma sequéncia que cod ifica um

dominio coestimulatorio.

44. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 43, caracterizado pelo fato de que o dominio
coestimulatério compreende um dominio de sinalizaca 0
funcional de uma proteina selecionada do grupo que consiste
em OX40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a /CD18),
ICOS (CD278) e 4-1BB (CD137), e sequéncias de amino acidos da

mesma que tem pelo menos uma, mas ndo mais que 20

modificagdes nas mesmas.

45. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacdes 1 a 44, caracterizado pelo fato de
que a subunidade de TCR compreende um motivo de ati vacao a
base de tirosina de imunorreceptor (ITAM) de uma su bunidade
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de TCR que compreende um ITAM ou por¢cdo do mesmo de uma
proteina selecionada do grupo que consiste em subun idade de
TCR de CD3 zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade
de TCR de CD3 gama, subunidade de TCR de CD3 delta, cadeia
de TCR zeta, cadeia de receptor de Fc épsilon 1, ca deia de
receptor de Fc épsilon 2, cadeia de receptor de Fc gama 1,
cadeia de receptor de Fc gama 2a, cadeia de recepto r de Fc
gama 2b 1, cadeia de receptor de Fc gama 2b2, cadei a de
receptor de Fc gama 3a, cadeia de receptor de Fc ga ma 3b,
cadeiadereceptorde Fcbeta 1, TYROBP (DAP 12),C D5, CD16a,
CD16b, CD22, CD23, CD32, CD64, CD79a, CD79b, CD89, CD278,
CD66d, fragmentos funcionais dos mesmos, e sequénci a de
aminoacidos dos mesmos que tém pelo menos uma, mas nao mais

que 20 modificagdes.
46. Acido nucleico recombinante, de acordo com a
reivindicacdo 45, caracterizado pelo fato de que o ITAM

substitui um ITAM de CD3 gama, CD3 delta ou CD3 éps ilon.

47. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicagéo 45, caracterizado pelo fato de que o ITAM é

selecionado do grupo consiste em subunidade de TCR de CD3
zeta, subunidade de TCR de CD3 épsilon, subunidade de TCR de
CD3 gama e subunidade de TCR de CD3 delta e substit ui um

ITAM diferente selecionado do grupo que consiste em

subunidade de TCR de CDS3 zeta, subunidade de TCR de CD3
épsilon, subunidade de TCR de CD3 gama e subunidade de TCR
de CD3 delta.

48. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagdes 1 a 47, caracterizado pelo fato de
que a TFP, o dominio constante de TCR alfa, o domin io
constante de TCR beta e qualquer combinacdo dos mes mos é
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capaz de interagir funcionalmente com um complexo d e TCR
enddgeno e/ou pelo menos um polipeptideo de TCR end ogeno.

49. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacdes 1 a 48, caracterizado pelo fato de
que

(a) o dominio constante de TCR é um dominio constan te de
TCR alfa e a TFP se integra funcionalmente num comp lexo de
TCR que compreende uma subunidade endégena de TCR b eta, CD3
épsilon, CD3 gama, CD3 delta ou uma combinacdo dos mesmos;

(b) o dominio constante de TCR é um dominio constan te de
TCR beta e a TFP se integra funcionalmente num comp lexo de
TCR que compreende uma subunidade enddgena de TCR a Ifa, CD3
épsilon, CD3 gama, CD3 delta ou uma combinacgéo dos mesmos;
ou

(c) o dominio constante de TCR é um dominio constan te de
TCR alfa e um dominio constante de TCR beta e a TFP se
integra funcionalmente num complexo de TCR que comp reende
uma subunidade enddgena de CD3 épsilon, CD3 gama, C D3 delta

ou uma combinacdo dos mesmos.

50. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 49, caracterizado pelo fato de
que a pelo menos uma, mas ndo mais que 20 modificag oes no
mesmo compreendem uma modificagdo de um aminoacido gue medeia
a sinalizacédo celular ou uma modificacdo de um amin oacido
que é fosforilado em resposta a um ligante que se | iga a
TFP.

51. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacdes 1 e 34 a 50, caracterizado pelo fato
de que o anticorpo humano ou humanizado € um fragme nto de
anticorpo.
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52. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 51, caracterizado pelo fato de que o fragmento
de anticorpo € um scFv, um dominio de anticorpo de dominio
anico, um dominio V Hou um dominioV .

53. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacdes 1 e 34 a 52, caracterizado pelo fato
de que um dominio de ligacdo ao antigeno é selecion ado de um
grupo que consiste num dominio de ligacdo anti-CD19 , hum
dominio de ligacdo antiantigeno de maturacédo de cél ula B
(BCMA), dominio de ligacdo antimesotelina (MSLN), n um
dominiodeligacdoanti-IL13Ra2, num dominiode lig acao anti-
MUC16, num dominio de ligacdo anti-CD22, num domini o de
ligacdo anti-PD-1, num dominio de ligacdo anti BAFF ou

receptor BAFF e dominio de ligagédo anti-ROR-1.

54. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagdes 1 a 53, caracterizado pelo fato de
que o acido nucleico é selecionado do grupo que con siste num

DNA e num RNA.
55. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer

uma das reivindicagbes 1 a 54, caracterizado pelo fato de

gue o acido nucleico € um mRNA.

56. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagdes 1 a 55, caracterizado pelo fato de
que o acido nucleico recombinante compreende um ana logo de
acido nucleico, em que o analogo de acido nucleico nao esta

numa sequéncia de codificacdo do acido nucleico
recombinante.
57. Acido nucleico recombinante, de acordo com a

reivindicacéo 56, caracterizado pelo fato de que o analogo

nucleico é selecionado a partir do grupo que consis teem 2’-
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O-metila, 2’-O-metoxietila (2’-O-MOE), 2’-O-aminopr opila,
2'-desoxi, T-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-aminopropila (2 '-O-AP),
2'-O-dimetilaminoetila (2-O-DMAOE), 2'-0O-
dimetilaminopropila (2-O-DMAP), T-O-
dimetilaminoetiloxietila (2-O-DMAEOE), 2’-O-N-
metilacetamido (2’-O-NMA) modificado, um acido nucl eico
bloqueado (LNA), um acido etileno nucleico (ENA), u m &cido
nucleico de peptideo (PNA), um &cido 1',5-anidro-h exitol
nucleico (HNA), um morfolino, um nucleotideo de
metilfosfonato, um nucleotideo tiolfosfonato e um 2 -fluoro
N3-P5’-fosforamidita.

58. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 57, caracterizado pelo fato de
gue compreende adicionalmente uma sequéncia de inic lacao.

59. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacbes 1 a 58, caracterizado pelo fato de
gue compreende adicionalmente uma sequéncia promoto ra.

60. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 59, caracterizado pelo fato de
gue compreende adicionalmente uma sequéncia que cod ificauma
cauda poli(A).

61. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 60, caracterizado pelo fato de
gue compreende adicionalmente uma sequéncia 3'UTR.

62. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicagbes 1 a 61, caracterizado pelo fato de
gue o acido nucleico é um acido nucleico isolado ou um acido
nucleico de ocorréncia nao natural.

63. Molécula de &cido nucleico recombinante, de aco rdo

com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 62,
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pelo fato de que o &cido nucleico é um acido nuclei co
transcrito in vitro.

64. Molécula de acido nucleico recombinante, de aco rdo
com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 63, caracterizada
pelo fato de que compreende adicionalmente uma sequ éncia que

codifica um dominio transmembranar de TCR alfa.

65. Molécula de &cido nucleico recombinante, de aco rdo
com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 63, caracterizada
pelo fato de que compreende adicionalmente uma sequ énciaque

codifica um dominio transmembranar de TCR beta.

66. Acido nucleico recombinante, de acordo com qual quer
uma das reivindicacbes 1 a 63, caracterizado pelo fato de
gue compreende adicionalmente uma sequéncia que cod ifica um
dominio transmembranar de TCR alfa e uma sequéncia que

codifica um dominio transmembranar de TCR beta.

67. Vetor caracterizado pelo fato de que compreende o

acido nucleico recombinante, conforme definido em ¢ ualquer
uma das reivindicacdes 1 a 66.
68. Vetor, de acordo com a reivindicagdo 67,

caracterizado pelo fato de que o vetor é selecionado do grupo

que consiste num DNA, num RNA, num plasmideo, num v etor de
lentivirus, vetor adenoviral, um vetor viral adenoa ssociado
(AAV), um vetor viral de sarcoma de Rous (RSV) ou u m vetor

de retrovirus.
69. Vetor, de acordo com a reivindicagdo 67 ou 68,

caracterizado pelo fato de que o vetor € um vetor AAV6.

70. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindic acoes

67 a 69, caracterizado pelo fato de que compreende

adicionalmente um promotor.

71. Vetor, de acordo com qualquer uma das reivindic acles
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67 a 70, caracterizado pelo fato de que o vetor € um vetor

transcrito in vitro.

72. Célula T modificada caracterizada pelo fato de que
compreende o acido nucleico recombinante, conforme definido
em qualguer uma das reivindicacbes 1 a 66, ou o vet or,
conforme definido em qualquer uma das reivindicacoe s 67 a
71, em que a célula T modificada compreende uma rup tura

funcional de um TCR endd6geno.

73. Célula T modificada caracterizada pelo fato de que
a sequéncia que codifica a TFP do acido nucleico, c onforme
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 66, ou uma
TFP codificada pela sequéncia do acido nucleico, co nforme
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 66, que
codifica a TFP, em que a célula T modificada compre ende uma

ruptura funcional de um TCR endogeno.

74. Célula T alogénica modificada caracterizada pelo
fato de que compreende a sequéncia que codifica a T FP,
conforme definida em qualquer uma das reivindicagde s1la66,
ou uma TFP codificada pela sequéncia do acido nucle ico,
conforme definido em qualquer uma das reivindicagde sla6b,

gue codifica a TFP.

75. Célula T modificada, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 72 a 74, caracterizada pelo fato de que a
célula T compreende adicionalmente uma sequéncia he terdloga
que codifica um dominio constante de TCR, em que o dominio
constante de TCR é um dominio constante de TCR alfa , um
dominio constante de TCR beta ou um dominio constan tede TCR

alfa e um dominio constante de TCR beta.
76. Célula T modificada, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 72 a 75, caracterizada pelo fato de que o TCR
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enddgeno que é funcionalmente interrompido € uma ca deia de
TCR alfa endb6gena, uma cadeia de TCR beta enddgena ou uma
cadeia de TCR alfa endégena e uma cadeia de TCR bet a
endogena.

77. Ceélula T modificada, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 72 a 76, caracterizada pelo fato de que o TCR
endogeno que € funcionalmente interrompido tem liga céo
reduzida a complexo de MHC-peptideo em comparagéo c om aquela

de uma célula T de controle ndo modificada.

78. Célula T modificada, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 72 a 77, caracterizada pelo fato de que a
ruptura funcional é uma ruptura de um gene que codi fica o

TCR endogeno.
79. Célula T modificada, de acordo com a reivindica cao

78, caracterizada pelo fato de que a ruptura de um gene que

codifica 0 TCR enddgeno € uma remoc¢ao de uma sequén cia do
gene que codifica o TCR enddgeno a partir do genoma de uma
célulaT.

80. Célula T modificada, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 72 a 79, caracterizada pelo fato de que uma
célula T é uma célula T humana selecionada a partir de
células CD4, células CD8, células T virgens, célula s-tronco
T de memoria, células T de memoaria central, células T duplo
negativas, células T de memaria efetoras, células T efetoras,
células ThO, células TcO, células Th1l, células Tc1, células
Th2, células Tc2, células Thl7, células Th22, célul as T
gama/delta, células natural killer (NK), células T natural
killer (NKT), células-tronco hematopoiéticas e célu las-

tronco pluripotentes.

81. Ceélula T modificada, de acordo com qualquer uma das
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reivindicagbes 72 a 80, caracterizada pelo fato de que a

célula T € uma célula T CD8+ ou CD4+.
82. Célula T modificada, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 72 a 81, caracterizada pelo fato de que a

célula T € uma célula T alogénica.

83. Célula T modificada, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 72 a 82, caracterizada pelo fato de que
compreende adicionalmente um &cido nucleico que cod ifica uma
molécula inibitéria que compreende um primeiro poli peptideo
que compreende pelo menos uma porcdo de uma moléecul a

inibitdria, associada a um segundo polipeptideo que
compreende um sinal positivo a partir de um dominio de

sinalizacao intracelular.

84. Célula T modificada, de acordo com a reivindica cao
83, caracterizada pelo fato de que a molécula inibitéria
compreende o primeiro polipeptideo que compreende p elo menos
uma porcao de PD1 e o segundo polipeptideo que comp reende um
dominio coestimulatorio e dominio de sinalizacéo pr imario.

85. Composigao farmacéutica caracterizada pelo fato de

gue compreende:
(@) as células T modificadas, conforme definido em
qualquer uma das reivindicacoes 72 a 84; e
(b) um carreador farmaceuticamente aceitavel.
86. Método para produzir acélula T modificada, de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes 72 a 84, caracterizado

pelo fato de que o método compreende

(a) interromper um gene de TCR enddgeno que codific auma
cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR ou uma cadeia de TCR
alfa e uma cadeia de TCR beta; produzindo, assim, u ma célula
T que contém uma ruptura funcional de um gene de TC R
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enddgeno; e

(b) transduzir a célula T que contém uma ruptura

funcional de um gene de TCR enddgeno com o acido nu cleico
recombinante, de acordo com qualquer uma das reivin dicacbes
1 a 63, ou um vetor, conforme definido em qualquer uma das

reivindicacdes 67 a 71.

87. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 86,

caracterizado pelo fato de que a ruptura compreende

transduzir a célula T com uma proteina de nuclease ou uma
sequéncia de acidos nucleicos que codifica uma prot eina de
nuclease que alveja o gene enddgeno que codifica um a cadeia
de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta ou uma cadeia d e TCR

alfa e uma cadeia de TCR beta.

88. Método para produzir acélula T modificada, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 72 a 84, caracterizado
pelo fato de que o método compreende transduzir uma célula
T que contém uma ruptura funcionalde umgene de TC R enddgeno
com o0 acido nucleico recombinante, conforme definid 0 em
qualquerumadas reivindica¢des 1 a 63, ou um vetor , conforme

definido em qualquer uma das reivindicagcbes 67 a 71

89. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 88,

caracterizado pelo fato de que a célula T que contém uma

ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno € uma célulaT
gue contém uma ruptura funcional de um gene de TCR endogeno
gue codifica uma cadeia de TCR alfa, uma cadeia de TCR beta

ou uma cadeia de TCR alfa e uma cadeia de TCR beta.
90. Método, de acordo com qualquer umadas reivindi cacoes

86 a 89, caracterizado pelo fato de que a célula T € uma

célula T humana.

91. Método, de acordo com qualquer umadas reivindi cacoes
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86a90, caracterizado pelo fato de que a célula T que contém

uma ruptura funcional de um gene de TCR enddgeno te m ligagéo
reduzida ao complexo de MHC- peptideo em comparacao com

aguela de uma célula T de controle ndo modificada.

92. Método, de acordo com qualquer umadas reivindi cacoes
86 a 91, caracterizado pelo fato de que a nuclease € uma
meganuclease, uma nuclease de dedo de zinco (ZFN), uma
nuclease efetora semelhante a ativador de transcri¢ ao
(TALEN), uma CRISPR/Cas nuclease ou uma megaTAL nuc lease.

93. Método, de acordo com qualquer umadas reivindi cacoes
86 a 92, caracterizado pelo fato de que a sequéncia
compreendida pelo acido nucleico recombinante ou pe lo vetor
é inserida no gene de subunidade de TCR enddgeno no sitio de
clivagem, e em que a insercdo da sequéncia no gene de
subunidade de TCR enddgeno interrompe funcionalment e a

subunidade de TCR enddgeno.
94. Método, de acordo com qualquer umadas reivindi cacoes

86 a 93, caracterizado pelo fato de que a nuclease € uma

meganuclease.
95. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 94,

caracterizado pelo fato de que a meganuclease compreende uma

primeira subunidade e uma segunda subunidade, em qu e a
primeira subunidade se liga a um primeiro meio-siti o de
reconhecimento da sequéncia de reconhecimento, e em que a
segunda subunidade se liga a um segundo meio-sitio de

reconhecimento da sequéncia de reconhecimento.

96. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 95,

caracterizado pelo fato de que a meganuclease é uma
meganuclease de cadeia Unica que compreende um liga nte, em
gue o ligante une de modo covalente a primeira subu nidade e
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a segunda subunidade.

97. Método para tratar cancer num sujeito que preci sado
mesmo caracterizado pelo fato de que o método compreende
administrar ao sujeito uma quantidade terapeuticame nte
eficaz da composicdo farmacéutica, conforme definid a na

reivindicacao 85.

98. Método para tratar cancer num sujeito que preci sado
mesmo caracterizado pelo fato de que o método compreende
administrar ao sujeito uma composicdo farmacéutica que
compreende (a) uma célula T modificada produzida de acordo

com o método, conforme definido em qualquer uma das

reivindicacdes 86 a 96; e (b) um carreador farmaceu ticamente
aceitavel.

99. Método para tratar cancer num sujeito que preci sado
mesmo caracterizado pelo fato de que o método compreende
administrar ao sujeito uma composicdo farmacéutica que
compreende (a) uma célula T modificada produzida de acordo

com o método, conforme definido em qualquer uma das
reivindicagoes 88 a 96; e (b) um carreador farmaceu ticamente
aceitavel.

100. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicacbes 97 a 99, caracterizado pelo fato de que a

célula T modificada € uma célula T alogénica.

101. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagc6es 97 a 100, caracterizado pelo fato de que menos
citocinas sdo liberadas no sujeito em comparacdo co m um
sujeito administrado com uma quantidade eficaz de u ma célula

T de controle ndo modificada.
102. Meétodo, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 97 a 101, caracterizado pelo fato de que menos
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citocinas sdo liberadas no sujeito em comparacdo co m um
sujeito administrado com uma quantidade eficaz de u ma célula

T modificada que compreende o acido nucleico recomb inante,
conforme definido em qualquer uma das reivindicagcde sl1la66,

ou o vetor, conforme definido em qualquer uma das
reivindicacdes 67 a 71.

103. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicagbes 97 a 102, caracterizado pelo fato de que o
método compreende administrar a composi¢do farmacéu tica em
combinagcdo com um agente que aumenta a eficaciada composicao

farmacéutica.

104. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 97 a 103, caracterizado pelo fato de que o
método compreende administrar a composi¢do farmacéu tica em
combinagdo com um agente que melhora um ou mais efe itos

colaterais associados a composicéo farmacéutica.
105. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 97 a 104, caracterizado pelo fato de que o

cancer & um cancer sélido, um linfoma ou uma leucem ia.

106. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicagbes 97 a 105, caracterizado pelo fato de que o
cancer é selecionado do grupo que consiste em carci noma de
célula renal, cancer de mama, cancer de pulméo, can cer de
ovario, cancer de préstata, cancer de colon, cancer cervical,
cancer de cérebro, cancer de figado, cancer pancrea tico,

cancer de rim e estbmago.

107. Acido nucleico recombinante, de acordo com qua lquer
uma das reivindicacdes 1 a 66, vetor, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 67 a 71, célula T modificada , de
acordo com qualqguer uma das reivindicacbes 72 a 84, ou
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composicao farmacéutica, de acordo com a reivindica céo 85,

caracterizada pelo fato de que é para uso como um medicamento

ou na preparacédo de um medicamento.
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RESUMO
COMPOSICOES E METODOS PARA REPROGRAMACAO DE TCRNIBA
PROTEINAS DE FUSAO

Sao fornecidos no presente documento acidos nucleic 0s
recombinantes que codificam proteinas de fusdo (TFP s) de
receptor de célula T (TCR) e um dominio constante d e TCR,
células T modificadas que expressam as moléculas co dificadas
e métodos para uso dos mesmos para o tratamento de doencas

incluindo cancer.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

4 4 A 1B8E9EETFACTCT7S8

Campo 2

E3F9C9BA4CT7 9 6 1DE

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 202001155 LISTAGEM.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 05/04/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:46:17
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 44A1B8ESEEFACCT8
- Campo 2: E3F9C9BA4C7961DE
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