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“CELULAS EFETORAS IMUNOLOGICAS ANTIGENO-ESPECIFICAS”

[001]O presente pedido reivindica o beneficio prioritario dos pedidos provisérios
de n® de série US 62/486.875, depositados em 18 de abril de 2017, cujo conteddo inteiro
€ aqui incorporado por referéncia.

ANTECEDENTES

1.Campo

[002]A presente invencao refere-se geralmente ao campo da biologia molecular.
Mais particularmente, refere-se a métodos e composicoes referentes a células efetoras
imunoldgicas antigeno-especificas, como células T e células NK.

2.Descrigéao da técnica relacionada

[003]Apesar dos avancgos tecnoldgicos nas opcgdes de diagndstico e tratamento
disponiveis para pacientes diagnosticados com cancer, o prognéstico ainda permanece
ruim € muitos pacientes ndo podem ser curados. A imunoterapia mantém a promessa de
oferecer um tratamento potente, mas direcionado, a pacientes diagnosticados com varios
tumores com potencial para erradicar as células tumorais malignas sem danificar os
tecidos normais. Em teoria, as células T do sistema imunolégico sdo capazes de
reconhecer padroes de proteinas especificos para células tumorais e mediar sua
destruicdo através de uma variedade de mecanismos efetores. A terapia de células T
adotiva € uma tentativa de aproveitar e ampliar a capacidade de erradicacdo de tumores
das células T de um paciente e, em seguida, devolver esses efetores ao paciente em um
estado que elimine efetivamente o tumor residual, porém, sem danificar o tecido saudavel.
Embora essa abordagem n&o seja nova no campo da imunologia tumoral, muitas
desvantagens no uso clinico da terapia adotiva de células T prejudicam o uso completo

dessa abordagem em tratamentos contra o cancer.
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[004]As atuais terapias adotadas com células T sdo limitadas pela falta de células
T especificas para pacientes e tumores, incluindo sua raridade no organismo, sua falha
em superar varios mecanismos de evasao do sistema imunol6gico do tumor e sua curta
vida til. E dificil isolar e expandir o nimero tipicamente baixo de células T reativas a um
antigeno desejado. Portanto, hd uma necessidade néo atendida de células imunolégicas
antigeno-especificas, terapeuticamente suficientes e funcionais, para uso eficaz em
imunoterapia.

SUMARIO

[005]Em uma primeira modalidade, a presente revelagdo fornece um método de
producdo de células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas compreendendo
células-tronco pluripotentes de engenharia (PSCs) para expressar um receptor de
antigeno quimérico (CAR), produzindo CAR-PSCs; diferenciar ou reprogramar a
reprogramacao dos PS-CAR para células progenitoras hematopoiéticas CD34*+ (HPCs);
diferenciando ainda mais as CD34* HPCs para células T e/ou células NK; e expandir as
células T e/ou células NK. Em alguns aspectos, a expansdao compreende a cocultura com
células-alvo antigeno-especificas, produzindo assim células T e/ou células NK efetoras
antigeno-especificas.

[006]Em certos aspectos, as PSCs projetadas para expressar um CAR sao
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) ou células-tronco embrionarias (ESCs). Em
aspectos particulares, as iPSCs sao reprogramadas a partir de células somaticas, como
as células T.

[007]Em alguns aspectos, a etapa de diferenciagdo de PSCs de CAR para CD34*
HPCs compreende a realizacdo de diferenciacdo direta. Em certos aspectos, a
diferenciacao direta compreende a geracao de corpos embrionarios (EBs) na presencga de

blebistatina, um inibidor da GSK-3, FGF2 e VEGF; colocar em contato os EBs com BMP4,
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VEGF e FGF2 para induzir a inducdo de mesoderme; e diferenciar os EBs na presenca do
ligante FIt-3, IL-3, SCF e TPO, produzindo HPCs. Em alguns aspectos, a diferenciacao
esta no meio essencialmente livre ou livre de BMP4. Em outros aspectos, a diferenciacao
esta na presenca de BMP4. Em aspectos particulares, o inibidor da GSK-3 é CHIR99021.
Em alguns aspectos, a diferenciagdo compreende ainda a presencga de IL-11, cAMP e/ou
VEGF.

[008]Em alguns aspectos, a diferenciacdo direta compreende o cultivo de PSCs
individualizadas em uma superficie revestida com amina na presenca de blebistatina,
BMP4, VEGF e bFGF; iniciar diferenciacdo entrando em contato com as PSCs com
BMP4, VEGF e FGF2; e diferenciando ainda mais as PSCs na presenca do ligante FIt-3,
IL-3, IL-6, SCF, TPO e heparina, produzindo assim HPCs, em que o método nao
compreende a formacao de EBs.

[009]Em aspectos particulares, o método compreende cultivar as células sob
condi¢Oes definidas, sem alimentador, como para a duracdo de todo o método. Em alguns
aspectos, as PSCs sao essencialmente livres de transgene ou livres de transgene. Em
aspectos particulares, as PSCs sdo humanas. Em certos aspectos, as células T séo
células T CD4", células T CD8*, células T citotdxicas, células T reguladoras, células T
natural killer, células T ingénuas, células T de meméria e/ou células T gama delta.

[010]Em certos aspectos, as PSCs projetadas para expressar um CAR também
sdo projetadas para expressar ERG/ETV2, GATA2 e HOXA9, como sob o controle de um
anico promotor indutivel. Em alguns aspectos, o método compreende ainda manipular as
PSCs para expressar HMGA2, MYCN, NR4A2, SOX17, TFEC, MEIS1 e/ou HOXA4.
Assim, em alguns aspectos, a etapa de diferenciar CAR-PSCs para CD34* HPCs
compreende induzir a expressdo de ERG/ETV2, GATA2 e HOXA9 por um periodo de
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tempo suficiente para produzir HPCs e encerrar a indugdo de expressdo antes de
diferenciar ainda mais as HPCs para células T e/ou células NK.

[011]Em aspectos especificos, a etapa de diferenciacdo de CAR-PSCs para
CD34+ HPCs compreende ainda a selecao de células que expressam CD34 e/ou CD43
antes da diferenciacao para células T e/ou células NK antigeno-especificas. Em aspectos
particulares, a selegdo compreende realizar a classificacdo de células ativadas
magneticamente (MACS). Em alguns aspectos, as células que expressam CD34 e/ou
CD43 compreendem pelo menos 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ou
porcentagem maior da populacdo total de células. Em alguns aspectos, a etapa de
execucdo de MACs para selecionar células positivas para CD34 e/ou CD43 nao é
executada.

[012]Em aspectos particulares, pelo menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 ou mais por cento
dos HPCs expressam o CAR. Em alguns aspectos, pelo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou mais por cento dos HPCs expressam o CAR.

[013]Em alguns aspectos, a diferenciagdo de HPCs para células T e/ou células
NK compreende a cultura de HPCs em uma superficie revestida com retronectina e Notch
DLL-4 na presenca de &cido ascOrbico e nicotinamida sob condi¢cdes hipoxicas. Em
alguns aspectos, a cultura compreende ainda SCF, ligando FLT-3, TPO e IL-7, e
opcionalmente compreende um inibidor de GSK (por exemplo, CHIR99021), IL-2 e/ou IL-
12. Em certos aspectos, a etapa de expansdo compreende ainda a cultura das células T
antigeno-especificas na presenca de anticorpo anti-CD3 e IL-2. Em aspectos adicionais, a
etapa de expansdo compreende ainda a cultura das células T antigeno-especificas na
presenga de anticorpo anti-CD3, IL-2, IL-15 e IL-21. Em alguns aspectos, a etapa de
expansdao compreende a cultura das células T antigeno-especificas na presenca de

anticorpo anti-CD3, ligante FLT3, IL-7, IL-2 e/ou IL-15 e, opcionalmente, compreende
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ainda SCF, TPO e/ou IL-21. Em aspectos particulares, pelo menos 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ou porcentagem maior das CD34* HPC
diferenciadas sao células T CD3* CAR*. Em alguns aspectos, pelo menos, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, ou porcentagem maior das CD34* HPC
diferenciadas sdo células CD3" CAR* NK. Em alguns aspectos, pelo menos 2% das
CD34+ HPCs expandidas sao células T CD3* CAR*. Em aspectos particulares, pelo
menos 10% das CD34* HPCs expandidas sdo células CD3- CAR* NK.

[014]Em certos aspectos, o CAR e as células-alvo antigeno-especificas sao
direcionadas para o mesmo antigeno. Em um aspecto especifico, o antigeno é CD19. Em
aspectos particulares, as células-alvo antigeno-especificas sao células tumorais. Em
alguns aspectos, as células-alvo antigeno-especificas sdo humanas. Em aspectos
particulares, as células-alvo antigeno-especificas sdo negativas para o HLA classe |. Em
alguns aspectos, pelo menos 5, como 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 ou
porcentagem superior das células T efetoras antigeno-especificas exibem atividade
citotdxica contra células-alvo. Em certos aspectos, pelo menos 10, como 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50 ou porcentagem superior das células NK efetoras antigeno-especificas
exibem atividade citotoxica contra as células-alvo.

[015]Em alguns aspectos, o CAR é codificado pelo DNA integrado ao genoma das
PSCs. Em certos aspectos, o CAR compreende um dominio de sinalizagdo intracelular,
um dominio transmembranar e um dominio extracelular compreendendo uma regiao de
ligagdo ao antigeno. Em aspectos especificos, os dominios de sinalizagcao intracelular
compreendem CD3{ e CD28. Em alguns aspectos, a regidao de ligacao ao antigeno é um
F(ab')2, Fab', Fab, Fv ou scFv.

[016]Em certos aspectos, as PSCs sdao HLA homozigoto. Em alguns aspectos, as

PSCs de HLA homozigoto sdao homozigotas para um ou mais alelos dos locos HLA-A,
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HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ. Em certos aspectos, as PSCs de HLA
homozigoto sdo homozigotas para dois dos alelos dos loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-C,
HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ. Em aspectos particulares, as PSCs de HLA homozigoto
sdo homozigotas para o HLA-A e o HLA-B. Em certos aspectos, as PSCs de HLA
homozigoto sdo homozigotas para o HLA-A, HLA-B e HLA-C.

[017]Outra modalidade fornece um método de producado de células T e/ou células
NK efetoras antigeno-especificas compreendendo manipular PSCs para expressar um
CAR, produzindo CAR-PSCs; cultivar os CAR-PSCs na presenca de blebistatina, um
inibidor da GSK-3, FGF2 e VEGF, gerando assim EBs; colocar em contato os EBs com
BMP4, VEGF e FGF2 para induzir a inducdo de mesoderme; diferenciar os EBs na
presenca de ligante FIt-3, BMP4, IL-3, SCF e TPO, produzindo assim CDC* HPCs;
diferenciar adicionalmente as CDC* HPCs para células T e/ou células NK; e expandir as
células T e/ou células NK, em que a expansdao compreende cocultura com células-alvo
antigeno-especificas, produzindo assim células T e/ou células NK efetoras antigeno-
especificas. Em aspectos particulares, o inibidor da GSK-3 é CHIR99021.

[018]Em ainda outra modalidade, é fornecido um método de producdo de células
T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas compreendendo manipular PSCs para
expressar um CAR, produzindo CAR-PSCs; cultivar CAR-PSCs individualizadas em uma
superficie revestida com amina na presenca de blebistatina, BMP4, VEGF e iniciar
diferenciacao colocando em contato as CAR-PSCs com BMP4, VEGF e FGF2; diferenciar
adicionalmente os CAR-PSCs na presenca do ligante FIt-3, IL-3, IL-6, SCF, TPO e
heparina, produzindo assim CDC* HPCs; diferenciar as CD34* HPCs para células T e/ou
células NK; e expandir as células T e/ou células NK, em que a expansdo compreende
cocultura com células-alvo antigeno-especificas, produzindo assim células T e/ou células

NK efetoras antigeno-especificas, em que o método ndo compreende a formacéo de EBs.
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[019]Uma modalidade adicional fornece um método de producdo de células T
e/ou células NK efetoras antigeno-especificas compreendendo manipular PSCs para
expressar um CAR, produzindo assim CAR-PSCs; diferenciar os CAR-PSCs das CD34+*
HPCs; selecionar para HPCs CD34+ CD43*; diferenciar adicionalmente as CDC* CD43*
HPCs para células T e/ou células NK; e expandir as células T e/ou células NK, em que a
expansao compreende cocultura com células-alvo antigeno-especificas, produzindo assim
células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas.

[020]Em outra modalidade, é fornecida uma populagdo de células T e/ou células
NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com as modalidades descritas
acima. Também ¢é aqui fornecida uma composi¢cdo farmacéutica compreendendo as
células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com as
modalidades aqui descritas. E ainda aqui fornecida uma composicdo compreendendo as
células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com as
modalidades para o tratamento de cancer em um individuo. Também é aqui fornecida a
utilizacdo das células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de
acordo com as modalidades para o tratamento de cancer.

[021]Em ainda outra modalidade, é fornecido um método de tratamento de cancer
em um individuo que compreende a administracdo de uma quantidade eficaz de células T
e/ou células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com as modalidades
aqui descritas para o individuo. Em alguns aspectos, 0 cancer expressa um antigeno
tumoral e as células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas sao direcionadas
para o dito antigeno tumoral. Em aspectos particulares, o individuo é humano.

[022]0utros objetivos, caracteristicas e vantagens da presente invengao serdo
evidentes a partir da descri¢cdo detalhada a seguir. Deve ser entendido, no entanto, que a

descricdo detalhada e os exemplos especificos, embora indiquem modalidades

Peticdo 870190104527, de 16/10/2019, pag. 18/149



8/111

preferenciais da invengdo, sdo dados apenas como ilustracdo, uma vez que varias
mudancgas e modificacoes dentro do espirito e escopo da invengao se tornardo aparentes
para aqueles versados na técnica a partir desta descricao detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[023]0s desenhos a seguir fazem parte do presente relatério descritivo € sao
incluidos para demonstrar ainda mais certos aspectos da presente invencao. A invengao
pode ser mais bem compreendida por referéncia a um ou mais desses desenhos em
combinagédo com a descri¢do detalhada de modalidades especificas aqui apresentadas.

[024]Figuras 1A-1G: (Figura 1A) Esquemas que descrevem métodos para
produzir células T e células NK a partir de PSCs, incluindo métodos de programacao
direta e métodos de diferenciacdao direta. (Figura 1B) Diagrama representando a
diferenciacao de células T e NK livres de soro e de alimentador de hPCS. Abreviacoes:
inibidor de CHIR - CHIR99021 GSK-3; HDM, meio de diferenciacdo hematopoiética sem
soro; TCDM, meio de diferenciacdo de células T; TCEM, meio de expansao de células T;
HPC, células progenitoras hematopoiéticas; o asterisco (*) marcado € um componente de
aprimoramento opcional. (Figura 1C) Eficiéncia de CD34* CD43* HPCs de PSCs através
de diferenciacao direta ou programacao direta. (Figura 1D) Anadlise citométrica de fluxo de
culturas de diferenciacdo de T/NK. (Figura 1E) Rendimento de diferentes populagdes
celulares ao longo da diferenciacao. (Figura 1F) Fendtipo de células T derivadas de PSC.
(Figura 1G) Expansdo de células T derivadas de PSC. Os anticorpos anti-CD3
imobilizados (iCD3) destinam-se a expansao de células T derivadas de PSC (grafico de
barras). As células T que proliferam nas culturas de expansao adquirem uma morfologia
caracteristica de linfoblastos de formato irregular (fotografia). CD56 e adquirir expressao

CD8 de 2 semanas de expansao de células T (graficos de pontos de citometria de fluxo).
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[025]Figura 2: Expressdo de CAR em células T/NK derivadas de PSC. Expressao
de CAR ao longo dos estagios de diferenciacao avaliados por citometria de fluxo usando
coloracdao com proteina L. As células T CD3* foram cocoradas com mAb CD3 anti-
humano de camundongo de cadeia lambda (clone SP34-2). A expressdao de CAR por
PSCs E11 e HPCs e células T derivadas de E11 é mostrada.

[026]Figuras 3A-B: Citotoxicidade mediada por CAR anti-CD19 in vitro em células
T/NK derivadas de PSC. (Figura 3A) Ensaio de citotoxicidade in vitro utilizando células-
alvo CD19* Daudi e Raji que expressam luciferase. (Figura 3B) Potencial citolitico de
células CAR-T por contagem de células-alvo em tempo real usando o sistema de analise
de células vivas Incucyte S3 (Essen Bioscience).

[027]Figura 4: Producdo de citocina induzida por CAR anti-CD19 in vitro em
células T/NK derivadas de PSC.

[028]Figuras 5A-5B: Potencial oncolitico in vivo de células CAR-T/NK derivadas
de PSC. (Figura 5A) Progressao do tumor em camundongos monitorados por imagem
bioluminescente in vivo. (Figura 5B) Curvas de sobrevivéncia em diferentes grupos de
camundongos tratados com células T (1C) ou NK (A16) derivadas de PSC.

DESCRICAO DE MODALIDADES ILUSTRATIVAS

[029]Em certas modalidades, a presente revelagdo fornece métodos altamente
eficientes para gerar células efetoras imunolégicas antigeno-especificas a partir de
células-tronco pluripotentes humanas (PSCs) que foram manipuladas para expressar um
receptor de antigeno, como um receptor de antigeno quimérico (CAR), referido neste
documento como CAR-PSCs. As células efetoras imunologicas produzidas pelos métodos
atuais podem incluir, mas nao estao limitadas a células T, células NK e células iNKT.

[030]As PSCs podem ser obtidas reprogramando (por exemplo, por métodos

retrovirais ou epissomais) uma populagdo inicial de células T para produzir iPSCs
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derivadas de células T (TiPSCs). As células T podem ser isoladas de varias fontes, como
uma amostra de sangue. A populacdo inicial de células T pode reter seus rearranjos
caracteristicos de receptores de células T (TCR) e pode ser células HLA homozigotas
(isto é, homozigotas para os genes MHC de classe | e IlI). Por conseguinte, as iPSCs
podem ser produzidas a partir de células isoladas de individuos HLA homozigotos, aqui
referidos como super doadores de HLA.

[031]0s CAR-PSCs podem entéo ser diferenciados ou programados para produzir
células progenitoras hematopoiéticas CD34* (HPCs). Isso pode ser alcangado através da
diferenciacao direta usando uma combinacdo de citocinas (por exemplo, SCF, TPO, FLT-
3, IL-6, IL-3 e heparina) (por exemplo, descritas em PCT/US2016/057899, incorporadas
aqui por referéncia em sua totalidade). Em um método alternativo, as CAR-PSCs podem
ser diferenciadas para CD34* HPC utilizando a programacgao antecipada com um
construto de expressao que codifica ETV2/ERG, GATA2 e HOXA9 (isto é, EGH) (por
exemplo, descrito no documento PCT/US2016/057.893, aqui incorporado por referéncia
na sua totalidade). Esses EGH-PSCs podem ser manipulados adicionalmente para
expressar HMGA2, MYCN, NR4A2, SOX17, TFEC, MEIS1 e/ou HOXA4 para qualidade
de enxerto a longo prazo.

[032]Finalmente, os CD34+ CAR-HPCs podem ser diferenciados para células
CD3* T ou CD56* CD3-NK. Um periodo ideal durante a diferenciacdo de HPC (por
exemplo, dias 7 a 11) para o potencial linfoide pode ser os dias 7 a 11, identificados pela
expressao de CD34 e CD43. Por exemplo, as HPCs com potencial linfoide aumentado
podem ser isoladas classificando fracbes de células positivas para dois ou mais dos
marcadores CD144, CD34, CD45 e CD7.

[033]Um método exemplificador para diferenciacdo de células T compreende o

uso de RetroNectin e DLL-4 como matriz livre de alimentador. A diferenciacdo de células
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T pode ser ainda mais aprimorada pelo uso de acido ascérbico para aumentar a eficiéncia
e maturagao, bem como pela cultura sob condi¢des hipdxicas.

[034]Além disso, as células T e/ou células NK podem ser expandidas através da
cocultura com células-alvo antigeno-especificas (por exemplo, células tumorais) durante o
processo de diferenciacdo. Verificou-se que este método aumenta a atividade citotoxica
das células T e células NK contra células-alvo, observada especificamente por uma
diminuicdo no crescimento tumoral € aumento na sobrevivéncia de camundongos
injetados com células tumorais.

[035]Assim, 0os métodos da presente revelagdo podem fornecer um numero
ilimitado de células efetoras imunolégicas antigeno-especificas, como células T e células
NK, para uma ampla gama de aplicagdes como transplante estavel in vivo, triagem de
compostos in vitro e elucidagdo dos mecanismos de doencgas e lesdes hematolbgicas.

|.Definicbes

[036]Como usado aqui, "essencialmente livre", em termos de um componente
especificado, é usado aqui para significar que nenhum componente especificado foi
propositadamente formulado em uma composicdo e/ou esta presente apenas como
contaminante ou em pequenas quantidades. A quantidade total do componente
especificado resultante de qualquer contaminagdo nao intencional de uma composicao é,
portanto, bem abaixo de 0,05%, preferencialmente abaixo de 0,01%. O mais preferencial
€ uma composi¢ao na qual nenhuma quantidade do componente especificado pode ser
detectada com métodos analiticos padréo.

[037]Conforme usado neste relatério descritivo, "um” ou "uma" pode significar um
ou mais. Conforme usado neste documento nas reivindicagbes, quando usado em
conjunto com a palavra "compreendendo”, as palavras "um" ou "uma" podem significar um

ou mais de um.
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[038]O uso do termo "ou" nas reivindicagbes é usado para significar "e/ou”, a
menos que explicitamente indicado para se referir apenas a alternativas ou as alternativas
sejam mutuamente exclusivas, embora a revelagdo apoie uma definicdo que se refira
apenas a alternativas e "e/ou." Como usado aqui, "outro" pode significar pelo menos um
segundo ou mais.

[039]Em todo este pedido, o termo “cerca de” é usado para indicar que um valor
inclui a variacdo inerente do erro para o dispositivo, sendo que o método é empregado
para determinar o valor ou a variagao existente entre os sujeitos do estudo.

[040]0 termo "exdégeno”, quando usado em relacdo a uma proteina, gene, acido
nucleico ou polinucleotideo em uma célula ou organismo refere-se a uma proteina, gene,
acido nucleico ou polinucleotideo que foi introduzido na célula ou organismo por meios
artificiais ou naturais; ou em relacdo a uma célula, o termo refere-se a uma célula que foi
isolada e subsequentemente introduzida em outras células ou em um organismo por
meios artificiais ou naturais. Um &cido nucleico exdégeno pode ser de um organismo ou
célula diferente, ou pode ser uma ou mais copias adicionais de um &cido nucleico que
ocorre naturalmente dentro do organismo ou célula. Uma célula exégena pode ser de um
organismo diferente ou pode ser do mesmo organismo. A titulo de exemplo nao limitativo,
um acido nucleico exégeno é aquele que estd em um local cromossdmico diferente de
onde estaria nas células naturais ou é flanqueado por uma sequéncia de acidos nucleicos
diferente daquela encontrada na natureza.

[041]Por "construto de expressao" ou "cassete de expressdo" entende-se uma
molécula de &cido nucleico que é capaz de direcionar a transcricdo. Um construto de
expressao inclui, no minimo, um ou mais elementos de controle transcricionais (como
promotores, intensificadores ou uma estrutura funcionalmente equivalente) que

direcionam a expressdao génica em um ou mais tipos de células, tecidos ou 6rgaos
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desejados. Elementos adicionais, como um sinal de terminagédo de transcrigdo, também
podem ser incluidos.

[042]Um "vetor" ou "construto” (as vezes referido como um sistema de entrega de
genes ou "veiculo" de transferéncia de genes) refere-se a uma macromolécula ou
complexo de moléculas compreendendo um polinucleotideo a ser entregue a uma célula
hospedeira, in vitro ou in vivo.

[043]Um "plasmideo”, um tipo comum de vetor, € uma molécula de DNA
extracromossdmica separada do DNA cromossOmico que € capaz de se replicar
independentemente do DNA cromossOmico. Em certos casos, é circular e de fita dupla.

[044]Uma "origem de replicacdo" ("ori") ou "origem de replicagcdo” € uma
sequéncia de DNA, por exemplo, em um virus herpes linfotréfico, que quando presente
em um plasmideo em uma célula é capaz de manter sequéncias vinculadas no plasmideo
e/ou um local proximo ou onde inicia a sintese de DNA. Como exemplo, uma ori para EBV
(virus Ebstein-Barr) inclui sequéncias FR (20 cépias imperfeitas de uma repeticdo de 30
pb) e, de preferéncia, sequéncias DS; no entanto, outros locais no EBV se ligam ao
EBNA-1, por exemplo, sequéncias Rep* podem substituir o DS como uma origem de
replicagdo (Kirshmaier e Sugden, 1998). Assim, uma origem de replicacdo do EBV inclui
sequéncias FR, DS ou Rep * ou quaisquer sequéncias funcionalmente equivalentes
através de modificagdes de acidos nucleicos ou combinacao sintética delas derivada. Por
exemplo, a presente revelacao também pode usar a origem de replicagdo geneticamente
modificada do EBV, como por insergdo ou mutacdo de elementos individuais, conforme
descrito especificamente em Lindner et al. 2008.

[045]Um "gene", "polinucleotideo", "regidao de codificacdo", "sequéncia",
"segmento”, "fragmento" ou "transgene" que "codifica" uma proteina especifica, € uma

molécula de acido nucleico que é transcrita € opcionalmente também traduzida em um
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produto genético, por exemplo, um polipeptideo, in vitro ou in vivo quando colocado sob o
controle de sequéncias reguladoras apropriadas. A regido de codificagdo pode estar
presente na forma de cDNA, DNA gendmico ou RNA. Quando presente na forma de DNA,
a molécula de acido nucleico pode ser de fita simples (ou seja, a fita de sentido) ou de fita
dupla. Os limites de uma regido de codificacdo sao determinados por um coédon de partida
no terminal 5' (amino) e um coédon de parada de tradugdo no terminal 3' (carbdxi). Um
gene pode incluir, mas nao esta limitado a, cDNA de mRNA procariético ou eucariético,
sequéncias de DNA gendmico de DNA procariético ou eucaridtico e sequéncias de DNA
sintéticas. Uma sequéncia de terminacdo da transcricdo estara normalmente localizada
em 3' para a sequéncia do gene.

[046]O termo ‘"elementos de controle" refere-se coletivamente a regides
promotoras, sinais de poliadenilagdo, sequéncias de terminagao de transcricao, dominios
reguladores a montante, origens de replicacao, locais internos de entrada de ribossomo
(IRES), intensificadores, jungdes de emenda e similares, que fornecem coletivamente a
replicagcao, transcricdo, processamento pés-transcricional e tradugdao de uma sequéncia
de codificacdo em uma célula receptora. Nem todos esses elementos de controle
precisam estar presentes desde que a sequéncia de codificacdo selecionada seja capaz
de ser replicada, transcrita e traduzida em uma célula hospedeira apropriada.

[047]0O termo "promotor" é usado aqui no seu sentido comum para se referir a
uma regidao nucleotidica compreendendo uma sequéncia reguladora de DNA, em que a
sequéncia reguladora € derivada de um gene que é capaz de se ligar a RNA polimerase e
iniciar a transcricdo de uma jusante (direcdo 3') sequéncia de codificacdo. Pode conter
elementos genéticos nos quais proteinas e moléculas reguladoras podem se ligar, como
RNA polimerase e outros fatores de transcricdo, para iniciar a transcricdo especifica de

uma sequéncia de 4&cidos nucleicos. As frases "posicionado operacionalmente”,
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"operacionalmente ligado", "sob controle" e "sob controle transcricional" significam que um
promotor esta em um local funcional correto e/ou orientacdo em relagdo a uma sequéncia
de acidos nucleicos para controlar a iniciagdo transcricional e/ou expressao dessa
sequéncia.

[048]Por "intensificador" entende-se uma sequéncia de acidos nucleicos que,
quando posicionada préxima a um promotor, confere atividade de transcricdo aumentada
em relacdo a atividade de transcricdo resultante do promotor na auséncia do dominio
intensificador.

[049]Por "ligado operacionalmente" ou coexpresso "com referéncia a moléculas
de &cido nucleico significa que duas ou mais moléculas de acido nucleico (por exemplo,
uma molécula de acido nucleico a ser transcrita, um promotor € um elemento potenciador)
sdo conectadas de tal maneira para permitir a transcricado da molécula de acido nucleico.
"Operacionalmente ligado" ou "coexpresso” com referéncia a moléculas de peptideo e/ou
polipeptideo significa que duas ou mais moléculas de peptideo e/ou polipeptideo séo
conectadas de forma a produzir uma Unica cadeia polipeptidica, ou seja, um polipeptideo
de fusdo, tendo pelo menos uma propriedade de cada componente peptidico e/ou
polipeptidico da fusdo. O polipeptideo de fusdo é preferencialmente quimérico, isto é,
composto de moléculas heterdlogas.

[050]"Homologia" refere-se a porcentagem de identidade entre dois
polinucleotideos ou dois polipeptideos. A correspondéncia entre uma sequéncia e outra
pode ser determinada por técnicas conhecidas na técnica. Por exemplo, a homologia
pode ser determinada por uma comparacgao direta da informagao da sequéncia entre duas
moléculas polipeptidicas, alinhando a informacéo da sequéncia e utilizando programas de
computador prontamente disponiveis. Alternativamente, a homologia pode ser

determinada por hibridacao de polinucleotideos sob condigdes que promovam a formagao
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de duplexos estaveis entre regides homoélogas, seguidas de digestdo com nuclease (ou
nucleases) especifica de fita Unica e determinacdo do tamanho dos fragmentos
digeridos. Duas sequéncias de DNA ou dois polipeptideos sao "substancialmente
homdélogas" entre si quando pelo menos cerca de 80%, preferencialmente pelo menos
cerca de 90% e mais preferencialmente pelo menos cerca de 95% dos nucleotideos ou
aminodcidos, respectivamente, coincidem sobre um comprimento definido das moléculas,
conforme determinado pelos métodos acima.

[051]O termo "célula" é aqui utilizado em seu sentido mais amplo na técnica e
refere-se a um corpo vivo que é uma unidade estrutural de tecido de um organismo
multicelular, é cercado por uma estrutura de membrana que o isola do lado de fora, tem a
capacidade de autorreplicante e possui informagdes genéticas e um mecanismo para
expressa-las. As células aqui utilizadas podem ser células que ocorrem naturalmente ou
células modificadas artificialmente (por exemplo, células de fusao, células geneticamente
modificadas, etc.).

[052]0 termo "célula-tronco" refere-se aqui a uma célula que, em condi¢des
adequadas, é capaz de se diferenciar em uma gama diversificada de tipos de células
especializadas, enquanto em outras condi¢cdes adequadas, € capaz de se autorrenovar e
permanecer em um estado pluripotente essencialmente néo diferenciado. O termo "célula-
tronco" também abrange uma célula pluripotente, célula multipotente, célula precursora e
célula progenitora. As células-tronco humanas exemplificadoras podem ser obtidas a
partir de células-tronco hematopoiéticas ou mesenquimais obtidas a partir de tecido da
medula 6ssea, células-tronco embrionarias obtidas a partir de tecido embrionario ou
células germinativas embrionarias obtidas a partir de tecido genital de um feto. As células-
tronco pluripotentes exemplificadoras também podem ser produzidas a partir de células

somaticas reprogramando-as para um estado pluripotente pela expressdo de certos
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fatores de transcricdo associados a pluripoténcia; essas células sdo chamadas de
"células-tronco pluripotentes induzidas" ou "células iPS Cs ou iPS".

[053]Uma "célula-tronco embrionaria (ES)" € uma célula pluripotente néo
diferenciada que € obtida de um embrido em um estagio inicial, como a massa celular
interna no estagio de blastocisto ou produzida por meios artificiais (por exemplo,
transferéncia nuclear) e pode dar origem a qualquer tipo de célula diferenciada em um
embrido ou adulto, incluindo células germinativas (por exemplo, esperma e 6vulos).

[054]"Células-tronco pluripotentes induzidas (células iPSCs ou iPS)" sdo células
geradas pela reprogramacdo de uma célula somdtica, expressando ou induzindo a
expressdo de uma combinacdo de fatores (aqui referidos como fatores de
reprogramagao). As células iPS podem ser geradas usando células somaticas fetais, pos-
natais, recém-nascidas, juvenis ou adultas. Em certas modalidades, os fatores que podem
ser usados para reprogramar células somaticas para células-tronco pluripotentes incluem,
por exemplo, Oct4 (as vezes referidos como Oct3/4), Sox2, c-Myc, Klf4, Nanog e
Lin28. Em algumas modalidades, as células somaticas sdo reprogramadas expressando
pelo menos dois fatores de reprogramacao, pelo menos trés fatores de reprogramacao,
pelo menos quatro fatores de reprogramacdo, pelo menos cinco fatores de
reprogramacao, pelo menos seis fatores de reprogramacéo ou pelo menos sete fatores de
reprogramagao para reprogramar uma célula somatica a uma célula-tronco pluripotente.

[055]"Células  progenitoras  hematopoiéticas” ou  "células precursoras
hematopoiéticas" refere-se a células comprometidas com uma linhagem hematopoiética,
mas capazes de diferenciacdo hematopoiética adicional e incluem células-tronco
hematopoiéticas, células-tronco hematopoiéticas, células-tronco hematopoiéticas
multipotenciais, progenitores mieloides comuns, progenitores mieloides comuns,

progenitores megacariécitos, progenitores linfoides. As células-tronco hematopoiéticas
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(HSCs) sao células-tronco multipotentes que dao origem a todos os tipos de células
sanguineas, incluindo mieloides (mondcitos e macréfagos, granulécitos (neutrdfilos,
basoéfilos, eosindfilos e mastécitos), eritrocitos, megacariécitos/plaquetas, células
dendriticas) e linhagens linfoides (células T, células B, células NK) (ver, por exemplo,
Doulatov et al., 2012; Notta et al., 2015). Um “progenitor multilinfoide” (MLP) é definido
para descrever qualquer progenitor que dé origem a todas as linhagens linfoides (células
B, T e NK), mas que podem ou nao ter outros potenciais (mieloides) (Doulatov et al.,
2010) e é CD45RA*/CD10*/CD7". Qualquer progenitor B, T e NK pode ser dito como MLP.
Um "progenitor mieloide comum" (CMP) refere-se a um progenitor mieloide comum ¢
definido pela expressao de células CD45*/CD31+/CD43*/CD34" que podem dar origem a
granul6citos, mondécitos, megacariocitos e eritrécitos. As células progenitoras
hematopoiéticas podem expressar CD34. As células progenitoras hematopoiéticas podem
coexpressar CD133 e ser negativas para a expressao de CD38. As células precursoras
hematopoiéticas incluem células precursoras hematopoiéticas CD34+/CD45* e células
precursoras  hematopoiéticas  CD34+*/CD45*/CD43*. As  células  precursoras
hematopoiéticas CD34*/CD43*/CD45* podem ser altamente enriquecidas para
progenitores mieloides. As células hematopoiéticas também incluem varios subconjuntos
de células hematopoiéticas primitivas, incluindo: CD34/CD133+*/CD38" (células
precursoras  hematopoiéticas  primitivas), CD43(+)CD235a(+)CD41a(+/-)  (eritro-
megacariopoiético), lin(-)CD34(+)CD43(+)CD45(-) (multipotente) e lin(-)CD34(+)
CD43(+)CD45(+) (CD) (células mieloides), CD133+/ALDH+ (aldeido-hidrogenase). Prevé-
se que qualquer um desses tipos de células hematopoiéticas primitivas ou células
precursoras hematopoiéticas possa ser convertido em células iPS, como aqui descrito.

Em alguns aspectos, as células podem incluir mastdcitos, células de Langerhan,
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osteoclastos, células NK, células T, células T CIK ou outros subtipos de células T, células
NK e células B.

[056]Como usado aqui, o termo "célula (ou células) imunolégicas" refere-se a
células do sistema imunolégico, incluindo, mas nao se limitando a, células T, células NK,
células T/NK, células dendriticas, macréfagos, células B, neutréfilos, eritrécitos,
mondcitos, baséfilos, neutréfilos, mastécitos, eosindfilos e qualquer combinacdo dos
mesmos.

[057]Um "ativador" de uma célula T ou uma condicdo que ativara uma célula T
refere-se a um estimulo que ativa células T e inclui antigenos, que podem ser
apresentados nas células apresentadoras de antigeno ou em outras superficies;
ativadores policlonais, que se ligam a muitos complexos de receptores de células T
(TCR), independentemente da especificidade, e incluem lectinas, por exemplo,
concanavalina-A (Con-A) e fito-hemaglutinina (PHA) e agentes como anticorpos que se
ligam especificamente a epitopos de estrutura invariante nas proteinas TCR ou CDS3; e
superantigenos, que estimulam um numero significativo de células T, e incluem, por
exemplo, enterotoxinas, como as enterotoxinas estafilococicas.

[058]0s termos "linfécito T" e "célula T" sdo usados de forma intercambiavel e se
referem a uma célula que expressa um TCR capaz de reconhecer antigeno quando
exibido na superficie de células ou matriz apresentadoras de antigeno, juntamente com
uma ou mais moléculas de MHC ou, uma ou mais moléculas de MHC néo classicas.

[059]0 termo "célula T" refere-se a linfécitos T, conforme definido na técnica, e
destina-se a incluir timdcitos, linfécitos T imaturos, linfécitos T maduros, linfécitos T em
repouso ou linfécitos T ativados. As células T podem ser células T CD4*, células T CD8*,
células T CD4* CD8* ou células CD4" CD8". As células T também podem ser células T

auxiliares, como células T auxiliares 1 (TH1) ou T auxiliares 2 (TH2) ou células TH17, bem
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como células T citotéxicas, células T reguladoras, células T natural killer, células T
ingénuas, células T de meméria ou células T gama delta (Wilson et al., 2009; Wynn, 2005;
Ladi et al, 2006). As células T que diferem umas das outras por pelo menos um
marcador, como CD4, sdo aqui referidas como "subconjuntos” de células T.

[060]"Células T CD4*" refere-se a um subconjunto de células T que expressam
CD4 em sua superficie e estdo associadas a resposta imunolégica mediada por células.
Elas sdo caracterizadas pelos perfis de secregdo apds estimulacdo, que podem incluir
secrecdo de citocinas como IFN-gama, TNF-alfa, IL-2, IL-4 e IL-10."CD4" s&o
glicoproteinas de 55 kD definidas originalmente como antigenos de diferenciacdo nos
linfocitos T, mas também encontradas em outras células, incluindo
mondcitos/macréfagos. Os antigenos CD4 sdo membros da familia de supergene de
imunoglobulina e estdo implicados como elementos de reconhecimento associativo nas
respostas imunes restritas a classe 1l do MHC (principal complexo de histocompatibilidade
e complexidade). Nos linfocitos T, elas definem o subconjunto auxiliar/indutor.

[061]"Células T CD8 *" refere-se a um subconjunto de células T que expressam
CD8 em sua superficie, sdo restritas ao MHC classe | e funcionam como células T
citotéxicas. As moléculas “CD8” sao antigenos de diferenciacdo encontrados nos
timécitos e nos linfécitos T citotoxicos e supressores. Os antigenos CD8 sdo membros da
familia de supergene de imunoglobulina e sdo elementos de reconhecimento associativo
nas principais interacoes restritas a classe | do complexo de histocompatibilidade.

[062]"Célula-tronco pluripotente” refere-se a uma célula-tronco que tem o
potencial de se diferenciar em todas as células que constituem um ou mais tecidos ou
orgaos, ou preferencialmente, qualquer uma das trés camadas germinativas: endoderme
(revestimento interno do estbmago, trato gastrointestinal, pulmdes), mesoderme (musculo,

0SS0, sangue, urogenital) ou ectoderma (tecidos epidérmicos e sistema nervoso).
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[063]Como aqui utilizado, o termo "célula somatica" refere-se a qualquer célula
que nédo seja células germinativas, como um évulo, um espermatozoide ou semelhante,
que nao transfere diretamente seu DNA para a proxima geracdo. Normalmente, as células
somaticas tém pluripoténcia limitada ou inexistente. As células somaticas aqui utilizadas
podem ser de ocorréncia natural ou geneticamente modificadas.

[064]"Programacgao” € um processo que altera o tipo de progénie que uma célula
pode produzir. Por exemplo, uma célula foi programada quando foi alterada para poder
formar descendentes de pelo menos um novo tipo de célula, seja em cultura ou in vivo,
em comparagdo com 0 que seria capaz de formar sob as mesmas condi¢gdes sem
programacao. Isto significa que, apds proliferacédo suficiente, é observada uma proporgéo
mensuravel de progénie com caracteristicas fenotipicas do novo tipo de célula, se
essencialmente nenhuma progénie puder se formar antes da programacao;
alternativamente, a proporgédo com caracteristicas do novo tipo de célula é mensuravel
mais do que antes da programacéo. Este processo inclui diferenciagao, desdiferenciacao
e transdiferenciagéo.

[065]"Diferenciacdo” é o processo pelo qual uma célula menos especializada se
torna um tipo de célula mais especializada. "Desdiferenciacdo" é um processo celular no
qual uma célula diferenciada parcial ou terminalmente reverte para um estagio inicial do
desenvolvimento, como pluripoténcia ou multipoténcia. "Transdiferenciacdo” é um
processo de transformacdo de um tipo de célula diferenciado em outro tipo de célula
diferenciado. Normalmente, a transdiferenciacdo por programacgao ocorre sem que as
células passem por um estdgio intermediario de pluripoténcia - isto &, as células séo
programadas diretamente de um tipo de célula diferenciado para outro tipo de célula

diferenciado. Sob certas condi¢des, a propor¢do de progénie com caracteristicas do novo
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tipo de célula pode ser de pelo menos cerca de 1%, 5%, 25% ou mais em ordem
crescente de preferéncia.

[066]"Reprogramacao” € um processo que confere a uma célula uma capacidade
mensuravel aumentada de formar descendentes de pelo menos um novo tipo de célula,
em cultura ou in vivo, do que teria nas mesmas condigbes sem reprogramacgado. Mais
especificamente, a reprogramacgado € um processo que confere a uma célula somatica um
potencial pluripotente. Isto significa que, apds proliferacdo suficiente, uma proporgéo
mensuravel de progénie com caracteristicas fenotipicas do novo tipo de célula se
essencialmente nenhuma progénie pudesse se formar antes da reprogramacdo; caso
contrario, a proporgdo com caracteristicas do novo tipo de célula € mensuravel mais do
que antes da reprogramacdo. Sob certas condi¢cdes, a proporcdo de progénie com
caracteristicas do novo tipo de célula pode ser de pelo menos cerca de 1%, 5%, 25% ou
mais em ordem crescente de preferéncia.

[067]0 termo "programacado direta" refere-se a programacdo de uma célula
multipotente ou pluripotente, em oposicdo a uma célula somatica diferenciada que néo
possui pluripoténcia, pelo fornecimento de um ou mais genes ou produtos genéticos
determinantes de linhagem a célula multipotente ou pluripotente. Por exemplo, a
programacao direta pode descrever o processo de programacdo de ESCs ou iPSCs para
células precursoras hematopoiéticas ou outras células precursoras, ou para células
hematopoiéticas ou outras células somaticas diferenciadas.

[068]Como aqui utilizado, o termo "individuo" ou "individuo em necessidade do
mesmo" refere-se a um mamifero, preferencialmente um ser humano, homem ou mulher,
em qualquer idade que necessite de um transplante de células ou tecidos. Normalmente,
o individuo precisa de transplante de células ou tecidos (também aqui referido como

receptor) devido a um distarbio ou condicdo patoldégica ou indesejada, estado ou
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sindrome, ou uma anormalidade fisica, morfoldégica ou fisiolégica que é passivel de
tratamento por meio de transplante de células ou de tecido.

[069]Como usado aqui, uma "interrupgdo" de um gene refere-se a eliminagao ou
reducdo da expressdo de um ou mais produtos genéticos codificados pelo gene em
questdo em uma célula, em comparacao com o nivel de expressao do produto do gene na
auséncia da interrupcao. Exemplos de produtos génicos incluem mRNA e produtos de
proteina codificados pelo gene. A interrupgdo em alguns casos € transitoria ou reversivel
e em outros casos € permanente. A interrupcdo em alguns casos € de uma proteina ou
MRNA funcional ou de comprimento total, apesar do fato de que um produto truncado ou
nao funcional pode ser produzido. Em algumas modalidades deste documento, a
atividade ou funcao do gene, em oposi¢ao a expressao, € interrompida. A interrupg¢do do
gene € geralmente induzida por métodos artificiais, isto é, pela adicdo ou introducao de
um composto, molécula, complexo ou composicao e/ou pela interrupgao do acido nucleico
ou associada ao gene, como no nivel do DNA. Métodos exemplares para interrupgao de
genes incluem técnicas de silenciamento, knockdown, knockout e/ou interrupcao de
genes, como edicdo de genes. Os exemplos incluem tecnologia antissentido, como RNAI,
siRNA, shRNA e/ou ribozimas, que geralmente resultam em reducdo transitéria da
expressao, bem como técnicas de edicdo de genes que resultam em inativacdo ou
interrupcdo direcionada de genes, por exemplo, por inducdo de quebras e/ou
recombinacdo homodloga. Exemplos incluem insercdes, mutacdes e delecdes. As
interrupgdes resultam tipicamente na repressao e/ou auséncia total de expressdao de um
produto normal ou "tipo selvagem" codificado pelo gene. Exemplos de tais interrupgdes
génicas sdo insergdes, mutagdes de deslocamento de quadros e sem sentido, delecoes,
knock-in e knockout do gene ou parte do gene, incluindo delecdes de todo o gene. Tais

interrupcdes podem ocorrer na regido de codificacao, por exemplo, em um ou mais éxons,
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resultando na incapacidade de produzir um produto completo, produto funcional ou
qualquer outro produto, como por insercao de um cédon de parada. Tais interrupgoes
também podem ocorrer por interrupgdes no promotor ou intensificador ou outra regiao que
afetam a ativagdo da transcricdo, de modo a impedir a transcricdo do gene. As rupturas
de genes incluem direcionamento de genes, incluindo inativagdo de genes direcionados
por recombinagdo homoéloga.

[070]"Ligante Notch" é uma proteina capaz de se ligar a um polipeptideo receptor
Notch presente na membrana de varias células de mamiferos diferentes, como células-
tronco hematopoiéticas. Os receptores Notch que foram identificados nas células
humanas incluem Notch-1, Notch-2, Notch-3 e Notch-4. Os ligantes de Notch geralmente
possuem um dominio DSL (D-Delta, S-Serrate e L-Lag2) compreendendo 20 a 22
aminoacidos no terminal amino e entre 3 a 8 repeti¢cdes do tipo EGF (Furie e Furie, 1988;
Knust ef al., 1987; Suzuki et al., 1987) na superficie extracelular.

[071]"Super doadores" sdo aqui referidos como individuos homozigotos para
certos genes MHC de classe | e Il. Esses individuos homozigotos podem servir como
super doadores e suas células, incluindo tecidos e outros materiais que compreendem
suas células, podem ser transplantadas em individuos homozigotos ou heterozigotos para
esse haplotipo. O super doador pode ser homozigoto para os alelos loco/loci HLA-A, HLA-
B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ, respectivamente.

[072]O termo "receptores de antigeno quiméricos (CARs)", como usado aqui,
pode se referir a receptores artificiais de células T, receptores de células T quiméricos ou
imunorreceptores quiméricos, por exemplo, € engloba receptores de engenharia que
enxertam uma especificidade artificial em uma célula efetiva imunolégica especifica. Os
CARs podem ser empregados para conferir a especificidade de um anticorpo monoclonal

em uma célula T, permitindo assim que um grande numero de células T especificas seja
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gerado, por exemplo, para uso em terapia celular adotiva. Em modalidades especificas,
os CARs direcionam a especificidade da célula a um antigeno associado a um tumor, por
exemplo. Em algumas modalidades, os CARs compreendem um dominio intracelular de
ativagdo, um dominio transmembranar e um dominio extracelular que compreende uma
regido de ligacdo do antigeno associado ao tumor. Em aspectos particulares, os CARs
compreendem fusbes de fragmentos varidveis de cadeia Unica (scFv) derivados de
anticorpos monoclonais, fundidos a CD3-zeta, um dominio transmembranar e
endodominio. A especificidade de outros desenhos de CAR pode ser derivada de ligantes
de receptores (por exemplo, peptideos) ou de receptores de reconhecimento de padroes,
como as dectinas. Em certos casos, 0 espacamento do dominio de reconhecimento de
antigeno pode ser modificado para reduzir a morte celular induzida por ativagdo. Em
certos casos, os CARs compreendem dominios para sinalizagdo coestimuladora
adicional, como CD3¢, FcR, CD27, CD28, CD137, DAP10 e/ou OX40.Em alguns casos,
as moléculas podem ser coexpressas com o CAR, incluindo moléculas coestimuladoras,
genes reporteres para geragao de imagens (por exemplo, para tomografia por emisséo de
pésitrons), produtos génicos que abladam condicionalmente as células T apds a adicéo
de um pro-farmaco, receptores de alojamento, quimiocinas, receptores de quimiocinas,
citocinas e receptores de citocinas.

[073]0 termo "células apresentadoras de antigeno (APCs)" refere-se a uma
classe de células capazes de apresentar um ou mais antigenos na forma de complexo
peptideo-MHC reconhecivel por células efetoras especificas do sistema imunolégico e,
assim, induzir uma resposta imunolodgica celular eficaz contra o antigeno ou antigenos
sendo apresentados. APCs podem ser células inteiras intactas, como macréfagos, células
B, células endoteliais, células T ativadas e células dendriticas; ou outras moléculas, de

ocorréncia natural ou sintéticas, tais como moléculas MHC Classe | purificadas
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complexadas com B2-microglobulina. Embora muitos tipos de células possam ser capazes
de apresentar antigenos em sua superficie celular para o reconhecimento de células T,
apenas as células dendriticas tém a capacidade de apresentar antigenos em uma
quantidade eficiente para ativar células T ingénuas para respostas de linfécitos T
citotoxicos (CTL).

[I.Células-tronco pluripotentes

[074]Em certas modalidades, as células-tronco pluripotentes sdo manipuladas
para expressar um receptor antigénico, como um CAR. As células-tronco pluripotentes
podem ser células-tronco incluindo, entre outras, células-tronco pluripotentes induzidas e
células-tronco embrionarias. Em aspectos particulares, as células-tronco pluripotentes
usadas aqui sdo células-tronco embrionarias humanas (ESCs) ou células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs) que sdo capazes de proliferacao a longo prazo in vitro,
mantendo o potencial de se diferenciar em todos os tipos de células do corpo, incluindo as
células precursoras hematopoiéticas da presente revelagao.

A.Células-tronco embrionarias

[075]Em certos aspectos, as células-tronco pluripotentes como ESCs. As células
ES sdo derivadas da massa celular interna dos blastocistos e tém uma alta capacidade de
diferenciacao in vitro. As células ES podem ser isoladas removendo a camada externa de
trofectoderma de um embrido em desenvolvimento e cultivando as células de massa
interna em uma camada alimentadora de células que ndo crescem. As células
substituidas podem continuar a proliferar e produzir novas colénias de células ES que
podem ser removidas, dissociadas, substituidas novamente e deixadas crescer. Este
processo de "subcultura" de células ES indiferenciadas pode ser repetido varias vezes
para produzir linhas celulares que contém células ES indiferenciadas (Patentes n® US

5.843.780; 6.200.806; 7.029.913). As células ES tém o potencial de proliferar enquanto
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mantém sua pluripoténcia. Por exemplo, as células ES sao Uteis na pesquisa de células e
genes que controlam a diferenciagdo celular. A pluripoténcia das células ES combinada
com a manipulagao e selecao genética pode ser usada para estudos de andlise de genes
in vivo através da geracao de camundongos transgénicos, quiméricos e knockout.

[076]0s métodos para a producdo de células ES de camundongo sdo bem
conhecidos. Em um método, um blastocisto pré-implantacdo da cepa 129 de
camundongos € tratado com antissoro de camundongo para remover o trofoectoderma e
a massa celular interna é cultivada em uma camada de células alimentadoras de
fibroblastos embrionarios de camundongo quimicamente inativados em meio contendo
soro fetal de bezerro. As colbnias de células ES indiferenciadas que se desenvolvem séo
subcultivadas nas camadas de alimentadores de fibroblastos embrionarios de
camundongos na presenca de soro fetal de bezerro para produzir populagdes de células
ES. Em alguns métodos, as células ES de camundongo podem ser cultivadas na
auséncia de uma camada alimentadora, adicionando o fator inibidor da citocina leucemia
(LIF) ao meio de cultura que contém soro. Em outros métodos, as células ES de
camundongo podem ser cultivadas em meio isento de soro na presenca de proteina
morfogénica éssea e LIF.

[077]As células ES humanas podem ser produzidas ou derivadas de um embrido
de mamifero com zigoto ou blastocisto produzido pela fusdo de um espermatozoide e
6vulo, transferéncia nuclear, patogénese ou reprogramacgao da cromatina e subsequente
incorporacdo da cromatina reprogramada em uma membrana plasmatica para produzir
uma célula embrionaria por métodos previamente descritos (Thomson e Marshall, 1998;
Reubinoff et al., 2000). Em um método, os blastocistos humanos sdo expostos ao soro
anti-humano e as células trofectodermas sédo lisadas e removidas da massa celular

interna que € cultivada em uma camada alimentadora de fibroblastos embrionarios de
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camundongo. Além disso, grupos de células derivadas da massa celular interna séo
quimicamente ou mecanicamente dissociados, substituidos e colénias com morfologia
indiferenciada séo selecionadas por micropipeta, dissociadas e substituidas. Em alguns
métodos, as células ES humanas podem ser cultivadas sem soro cultivando as células ES
em uma camada alimentadora de fibroblastos na presenca de fator basico de crescimento
de fibroblastos. Em outros métodos, as células ES humanas podem ser cultivadas sem
uma camada de células alimentadoras cultivando as células em uma matriz de proteinas
como MATRIGEL TM ou laminina na presenga de meio "condicionado" contendo fator de
crescimento basico de fibroblastos (Xu et al., 2001).

[078]As células ES também podem ser derivadas de outros organismos, incluindo
0 macaco rhesus e o sagui, por métodos previamente descritos (Thomson e Marshall,
1998; Thomson et al.,, 1995; Thomson e Odorico, 2000; Patente n® US 5.843.780), bem
como de linhas de células humanas e camundongos estabelecidas. Por exemplo, linhas
celulares ES humanas estabelecidas incluem MAOI, MAQ9, ACT-4, HI, H7, H9, H13, H14
e ACT30. Como outro exemplo, as linhas celulares ES de camundongo que foram
estabelecidas incluem a linha celular CGR8 estabelecida a partir da massa celular interna
dos embrides da cepa de camundongo 129, e as culturas de células CGR8 podem ser
cultivadas na presenca de LIF sem camadas alimentadoras.

[079]As células-tronco ES podem ser detectadas por marcadores de proteinas,
incluindo fator de transcricdo Oct4, fosfatase alcalina (AP), antigeno embrionario SSEA-1
de estagio especifico, antigeno embrionario SSEA-3 de estagio especifico, antigeno
embrionario SSEA-3 de estagio especifico, fator de transcricio NANOG, antigeno de
rejeicdo de tumor 1-60 (TRA-1-60), antigeno de rejeicdo de tumor 1-81 (TRA-1-81), SOX2
ou REX1.

B.Células-tronco pluripotentes induzidas
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[080]JEm outros aspectos, as células-tronco pluripotentes aqui utilizadas sao
células-tronco pluripotentes induzidas (iPS), comumente abreviadas células iPS ou iPSCs.
A indugédo da pluripoténcia foi alcancada originalmente em 2006 usando células de
camundongo (Yamanaka et al. 2006) e em 2007 usando células humanas (Yu et al. 2007;
Takahashi et al. 2007) reprogramando células somédticas através da introdugdo de fatores
de transcricdo que estao ligados a pluripoténcia. O uso de iPSCs contorna a maioria dos
problemas éticos e praticos associados ao uso clinico em larga escala de células ES, e
pacientes com transplantes autdlogos derivados de iPSC podem ndo precisar de
tratamentos imunossupressores por toda a vida para evitar a rejeicdo do enxerto.

[081]Com excecdo das células germinativas, qualquer célula pode ser usada
como ponto de partida para iPSCs. Por exemplo, os tipos de células podem ser
queratindcitos, fibroblastos, células hematopoiéticas, células mesenquimais, células
hepaticas ou células do estdmago. As células T também podem ser utilizadas como fonte
de células somaticas para reprogramacao (Patente n® US 8.741.648). Nao ha limitagao no
grau de diferenciacéo celular ou na idade de um animal a partir do qual as células sdo
coletadas; mesmo células progenitoras indiferenciadas (incluindo células-tronco
somaticas) e finalmente células maduras diferenciadas podem ser usadas como fontes de
células somaticas nos métodos aqui divulgados.

[082]As células somaticas podem ser reprogramadas para produzir iPSCs usando
métodos conhecidos por um versado na técnica. Um versado na técnica pode produzir
prontamente células-tronco pluripotentes induzidas, ver, por exemplo, o Pedido de
Patente Publicado n® US 20090246875, Pedido de Patente Publicado n® US
2010/0210014; Pedido de Patente Publicado n® US 20120276636; Patente n® US
8.058.065; Patente n® US 8.129.187; Patente n? US 8.268.620; Publicacdo PCT n® WO
2007/069666 A1 e Patente n® US 8.268.620, que s&o aqui incorporadas por
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referéncia. Geralmente, fatores de reprogramacado nuclear sdo usados para produzir
células-tronco pluripotentes a partir de uma célula somatica. Em algumas modalidades,
sdo utilizados pelo menos trés ou pelo menos quatro de Kif4, c-Myc, Oct3/4, Sox2, Nanog
e Lin28. Em outras modalidades, sao utilizados Oct3/4, Sox2, c-Myc e Kif4.

[083]As sequéncias de cDNA de camundongo e humano dessas substancias de
reprogramagao nuclear estdo disponiveis com referéncia aos numeros de acesso NCBI
mencionados em WO 2007/069666 e Patente n? US 8.183.038, que sao aqui
incorporados por referéncia. Os métodos para introduzir uma ou mais substancias de
reprogramacao, ou acidos nucléicos que codificam essas substancias de reprogramacao,
sdo conhecidos na técnica e divulgados, por exemplo, nas Patentes n® US 8.268.620,
8.691.574, 8.741.648, 8.546.140, em Patente Publicada n® US 8.900.871 e Patente n® US
8.071.369, que estado aqui incorporadas por referéncia.

[084]Uma vez derivadas, as iPSCs podem ser cultivadas em um meio suficiente
para manter a pluripoténcia. As iPSCs podem ser usadas com varios meios e técnicas
desenvolvidas para cultivar células-tronco pluripotentes, mais especificamente, células-
tronco embrionarias, como descrito na Patente n? US 7.442.548 e Publicacao de Patente
n® US 2003/0211603. No caso de células de camundongo, a cultura é realizada com a
adicao do fator inibidor da leucemia (LIF) como fator de supresséo da diferenciagdo em
um meio comum. No caso de células humanas, é desejavel que o fator basico de
crescimento de fibroblastos (bFGF) seja adicionado no lugar de LIF. Outros métodos para
a cultura e manutengado de iPSCs, como seria conhecido por um versado na técnica,
podem ser usados com 0s presentes métodos.

[085]Em certas modalidades, condi¢cdes indefinidas podem ser usadas; por
exemplo, células pluripotentes podem ser cultivadas em células alimentadoras de

fibroblastos ou em um meio que foi exposto a células alimentadoras de fibroblastos, a fim
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de manter as células-tronco em um estado indiferenciado. Em algumas modalidades, a
célula é cultivada na copresenca de fibroblastos embrionarios de camundongo tratados
com radiacdo ou um antibidtico para terminar a divisdo celular, como células
alimentadoras. Alternativamente, as células pluripotentes podem ser cultivadas e
mantidas em um estado essencialmente indiferenciado usando um sistema de cultura
definido e independente do alimentador, como um meio TESR™ (Ludwig et al., 20063a;
Ludwig et al., 2006b) ou meio E8™/Essential 8™ (Chen et al., 2011).

[086]0s plasmideos foram projetados com uma série de objetivos em mente,
como atingir um nimero alto de cépias regulado e evitar possiveis causas de instabilidade
do plasmideo em bactérias e fornecer meios para a selegdo de plasmideo compativeis
com o uso em ceélulas de mamiferos, incluindo células humanas. Foi dada especial
atencao aos requisitos duplos de plasmideos para uso em células humanas. Primeiro,
eles sdo adequados para manutencdo e fermentagcdo em E. coli, para que grandes
quantidades de DNA possam ser produzidas e purificadas. Segundo, eles sdo seguros e
adequados para uso em pacientes e animais humanos. O primeiro requisito exige
plasmideos com alto numero de copias que podem ser selecionados e mantidos de forma
estavel com relativa facilidade durante a fermentacdo bacteriana. O segundo requisito
exige atencdo a elementos como marcadores seleciondveis e outras sequéncias de
codificagdo. Em algumas modalidades, os plasmideos que codificam um marcador sédo
compostos de: (1) uma origem de replicagdo com numero de copias alto, (2) um marcador
selecionavel, como, mas néo limitado a, o gene neo para selecdo de antibiticos com
canamicina, (3) transcricAo sequéncias de terminagdo, incluindo o intensificador de
tirosinase e (4) um local de multiclonagem para incorporacao de varios cassetes de acido
nucleico; e (5) uma sequéncia de acidos nucleicos que codifica um marcador

operacionalmente ligado ao promotor da tirosinase. Existem numerosos vetores de
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plasmideos que sdo conhecidos na técnica por induzir um acido nucleico que codifica
uma proteina. Estes incluem, mas ndo estdo limitados a, os vetores divulgados na
Patente n? US 6.103.470; Patente n® US 7.598.364; Patente n® US 7.989.425; e Patente
n® US 6.416.998, que sdo aqui incorporadas por referéncia.

[087]Um sistema de entrega de genes epissomal pode ser um plasmideo, um
vetor epissomal baseado no virus Epstein-Barr (EBV) (Patente US 8.546.140), um vetor
baseado em leveduras, um vetor baseado em adenovirus, um vetor epissomal baseado
em virus simio 40 (SV40) vetor, um vetor baseado no virus do papiloma bovino (BPV) ou
um vetor lentiviral. Um sistema de entrega de genes virais pode ser um vetor viral
baseado em RNA ou em DNA.

1.Células para producéo de iPSCs

[088]Certas modalidades da presente revelagdo dizem respeito a uma populagao
inicial de células somaticas (por exemplo, células sanguineas ou células da pele) que séo
reprogramadas para iPSCs. A populacdo de células sanguineas pode incluir células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), sangue total ou fragdes contendo
populagcées mistas, células do baco, células da medula éssea, linfocitos infiltrantes de
tumor, células obtidas por leucaférese, tecido de bidpsia e linfonodos, por exemplo,
linfonodos drenados de um tumor. Os doadores adequados incluem doadores
imunizados, doadores nao imunizados (ingénuos), doadores tratados ou nao tratados. Um
doador "tratado" é aquele que foi exposto a um ou mais modificadores biologicos. Um
doador "néo tratado" néo foi exposto a um ou mais modificadores bioldgicos.

[089]Em alguns aspectos, a populacdo de células sanguineas compreende
células T. As células T podem ser uma populacdo purificada de células T ou,
alternativamente, as células T podem estar em uma populagdo com células de um tipo

diferente, como células B e/ou outras células sanguineas periféricas. As células T podem
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ser uma populagao purificada de um subconjunto de células T, como células T CD4*, ou
podem ser uma populacdo de células T compreendendo diferentes subconjuntos de
células T. Em outra modalidade, as células T sao clones de células T que foram mantidas
em cultura por longos periodos de tempo. Os clones de células T podem ser
transformados em diferentes graus. Em uma modalidade especifica, as células T sdo um
clone de células T que prolifera indefinidamente em cultura.

[090]Em alguns aspectos, as células T sdo células T primarias. O termo "células T
primarias" pretende incluir células T obtidas de um individuo, em oposicdo a células T que
foram mantidas em cultura por longos periodos de tempo. Assim, as células T primarias
sdo particularmente células T do sangue periférico obtidas de um individuo. Uma
populacdo de células T primarias pode ser composta principalmente por um subconjunto
de células T. Alternativamente, a populagédo de células T priméarias pode ser composta de
diferentes subconjuntos de células T.

[091]As células T podem ser de amostras de sangue previamente armazenadas,
de um individuo saudavel ou, alternativamente, de um individuo afetado por uma
condicdo. A condigdo pode ser uma doenga infecciosa, como uma condigdo resultante de
uma infecgdo viral, uma infecgdo bacteriana ou uma infecgdo por qualquer outro micro-
organismo ou uma doenga hiperproliferativa, como cancer como melanoma. Em uma
modalidade especifica, as células T sdo de um individuo infectado com um virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Em ainda outra modalidade, as células T sdo de um
individuo que sofre de ou é suscetivel a uma doenga autoimune ou patologias de célula T.
As células T podem ser de origem humana, murina ou qualquer outra espécie de
mamifero.

[092]0s métodos para obter populacdes de células compreendendo células T sdo

bem conhecidos na técnica. Por exemplo, as células mononucleares do sangue periférico
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(PBMC) podem ser obtidas como descrito de acordo com métodos conhecidos na técnica.
Exemplos de tais métodos sdo apresentados nos Exemplos e sdo discutidos por Kim et al.
(1992); Biswas et al. (1990); Biswas et al. (1991).

[093]Em alguns aspectos, a populacao inicial de células sanguineas compreende
células-tronco hematopoiéticas (HSCs). Os HSCs normalmente residem na medula
0ssea, mas podem ser forgcados para o sangue, um processo denominado mobilizacédo
usado clinicamente para coletar um grande nimero de HSCs no sangue periférico. Um
agente mobilizador de escolha é o fator estimulador de coldnias de granuldcitos (G-
CSF). As células-tronco hematopoiéticas CD34* ou progenitores que circulam no sangue
periférico podem ser coletadas por técnicas de aférese no estado imperturbavel ou apds
mobilizagdo apds a administragdo externa de fatores de crescimento hematopoiéticos
como o G-CSF. O numero de células-tronco ou progenitoras coletadas apds a
mobilizacdo € maior que o obtido apds a aférese no estado imperturbavel. Em alguns
aspectos, a fonte da populagdo celular é um individuo cujas células nao foram
mobilizadas por fatores aplicados de forma extrinseca, porque ndo ha necessidade de
enriquecer células-tronco hematopoiéticas ou células progenitoras.

[094]0s métodos para obter células precursoras hematopoiéticas de populagdes
de células também sdo bem conhecidos na técnica. As células precursoras
hematopoiéticas podem ser expandidas usando varias citocinas, como hSCF, hFLT3 e/ou
IL-3 (Akkina ef al.,, 1996), ou células CD34* podem ser enriquecidas usando MACS ou
FACS. Como mencionado acima, técnicas de selecdo negativa também podem ser
usadas para enriquecer células CD34".

[095]As populacdes de células para uso nos métodos aqui descritos podem ser
células de mamiferos, como células humanas, células de primatas nao humanos, células

de roedores (por exemplo, camundongo ou camundongo), células bovinas, células ovinas,
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células porcinas, células equinas, células de ovelhas, células caninas e células felinas ou
uma mistura das mesmas. As células de primatas ndo humanos incluem células de
macaco rhesus. As células podem ser obtidas de um animal, por exemplo, um paciente
humano, ou podem ser de linhas celulares. Se as células sao obtidas de um animal, elas
podem ser usadas como tal, por exemplo, como células ndo separadas (ou seja, uma
populacdo mista); elas podem ter sido estabelecidas na cultura primeiro, por exemplo, por
transformacéao; ou elas podem ter sido submetidas a métodos de purificacdo preliminares.
Por exemplo, uma populacdo celular pode ser manipulada por selecdo positiva ou
negativa com base na expressao de marcadores da superficie celular; estimulada com um
ou mais antigenos in vitro ou in vivo; tratada com um ou mais modificadores biolégicos in
vitro ou in vivo; ou uma combinacao de qualquer um ou todos eles. Em uma modalidade
ilustrativa, uma populacdo de células é sujeita a selegdo negativa para deplecédo de
células ndo T e/ou subconjuntos de células T especificos. A sele¢do negativa pode ser
realizada com base na expressao da superficie celular de uma variedade de moléculas,
incluindo marcadores de células B, como CD19 e CD20; marcador de mondcitos CD14; o
marcador de células NK CD56. Alternativamente, uma populacdo de células pode ser
sujeita a selecdo negativa para deplecdo de células hematopoiéticas ndo CD34* e/ou
subconjuntos de células hematopoiéticas particulares. A selecdo negativa pode ser
realizada com base na expressao da superficie celular de uma variedade de moléculas,
como um coquetel de anticorpos (por exemplo, CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15, CD16,
CD19, CD56, CD123, CD235a e CD41 (por exemplo, para células da linhagem de
megacariécitos) que podem ser usadas para a separagao de outros tipos de células, por
exemplo, via MACS ou separacao por coluna.

[096]Também é possivel obter uma amostra de célula de um individuo e, em

seguida, enriquecé-la para o tipo de célula desejado. Por exemplo, PBMCs e/ou células
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hematopoiéticas CD34* podem ser isoladas do sangue, como aqui descrito. A
centrifugacao de contrafluxo (elutriacdo) pode ser usada para enriquecer as células T de
PBMCs. As células também podem ser isoladas de outras células usando uma variedade
de técnicas, como isolamento e/ou ativacdo com um anticorpo que se liga a um epitopo
na superficie celular do tipo de célula desejado, por exemplo, alguns kits de isolamento de
células T usam anticorpo conjugado contas para ativar as células e permitir a separacao
da coluna com as mesmas contas. Outro método que pode ser usado inclui selecédo
negativa usando anticorpos para marcadores da superficie celular para enriquecer
seletivamente um tipo de célula especifico sem ativar a célula pelo envolvimento do
receptor.

[097]As células da medula éssea podem ser obtidas a partir da crista iliaca,
fémur, tibia, coluna, costela ou outros espagos medulares. A medula éssea pode ser
retirada do paciente e isolada através de varias separagdes e procedimentos de
lavagem. Um procedimento conhecido para o isolamento de células da medula déssea
compreende as seguintes etapas: a) separagdo centrifuga da suspensao da medula
Ossea em trés fragdes e coleta da fragao intermediaria, ou buffycoat; b) a fracao buffycoat
da etapa (a) é centrifugada mais uma vez em um fluido de separacao, geralmente Ficoll
(uma marca comercial da Pharmacia Fine Chemicals AB), e uma fragao intermediaria que
contém as células da medula 6ssea é coletada; e c) lavagem da fragcdo coletada da etapa
(b) para recuperacao de células da medula éssea transfusionaveis.

[098]Se se deseja usar uma populacdo de células enriquecidas em células T,
essas populagdes de células podem ser obtidas de uma populagdo mista de células por
leucaférese e aférese mecanica usando um separador de células de fluxo continuo. Por

exemplo, as células T podem ser isoladas do revestimento buffy por qualquer método
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conhecido, incluindo separacdo sobre gradiente Ficoll-Hypaque™, separacdo sobre um
gradiente Percoll ou elutriacao.

[099]Em certos aspectos, as células T sao ativadas por agentes que se ligam aos
receptores de células T para desencadear uma cascata de sinalizagdo para a ativacao
das células T. Por exemplo, um anticorpo CD3 pode ser usado. Para expansao de células
T para um numero significativo e um estado de proliferagdo para reprogramacdo, uma
citocina também pode ser usada, como IL-2. Em um certo aspecto, anti-CD3 e anti-CD28
podem ser usados para ativagao de células T quando a coestimulagéo estéd envolvida. Em
um aspecto alternativo, a reticulagdo do anti-CD3 pode ser aplicada, como o anti-CD3
ligado a placa. Se o anti-CD3 soluvel for usado para ativar as células T no PBMC, o
anticorpo anti-CD3 soluvel pode se ligar a APCs no PBMC, que entdo apresenta o
anticorpo as células T. Se o anticorpo anti-CD3 soluvel sozinho for usado em uma
populacdo de células T purificadas, a anergia resultaria pelas razdes mencionadas acima.
Um certo modelo compreende a cultura de células T na presenca do anti-CD3 (OKT3) e
IL2, 0 que é vantajoso e conveniente porque ndo ha necessidade de usar contas caras e
complicadas ou anticorpo ligado a placa; depois de adicionar OKT3 e IL2, o meio celular
dos PBMCs ajudaria a ativar as células T. As células T superlotaram os outros tipos de
células na cultura PBMC devido a expansao preferencial.

[0100]Em certos aspectos, a populacao inicial de células sanguineas compreende
células linfoblastoides, como a partir de linhas celulares linfoblastoides (LCLs). A geragao
de LCLs é conhecida na técnica, por exemplo, pela infeccdo de células B pelo virus
Epstein-Barr (EBV) (Frisan et al., 2001).

2.Reprogramacéo de células somaticas

[0101]Em algumas modalidades, a populagao inicial de células (por exemplo,

células T) é reprogramada para iPSCs, como pelos métodos descritos na Publicagao de
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Patente n® US 2014/0315304; aqui incorporada por referéncia na sua totalidade. Em
certos aspectos da presente revelagdo, os fatores de reprogramacdo s&o0 expressos a
partir de cassetes de expressao compreendidas em um ou mais vetores, como um vetor
de integragcdo ou um vetor epissomal. Em um aspecto adicional, as proteinas de
reprogramagao podem ser introduzidas diretamente nas células somaticas por transdugéao
de proteinas.

[0102]Alguém versado na técnica estaria bem equipado para construir um vetor
através de técnicas recombinantes padrao (ver, por exemplo, Sambrook et al., 2001 e
Ausubel et al., 1996, ambos incorporados aqui por referéncia). Os vetores incluem, entre
outros, plasmideos, cosmideos, virus (bacteriéfagos, virus animais e virus de plantas) e
cromossomos artificiais (por exemplo, YACs), como vetores retrovirais (por exemplo,
derivados de vetores do virus da leucemia murina Moloney (MoMLV), MSCV, SFFV,
MPSV, SNV, etc.), vetores lentivirais (por exemplo, derivados de HIV-1, HIV-2, SIV, BIV,
FIV etc.), vetores adenovirais (Ad) incluindo competentes para replicacdo, formas
deficientes de replicacdo e sem tripas, adeno vetores virais associados (AAV), vetores do
virus simio 40 (SV-40), vetores do virus do papiloma bovino, vetores do virus Epstein-
Barr, vetores do virus do herpes, vetores do virus da vaccinia, vetores do virus do
sarcoma murino Harvey, vetores do virus do tumor mamario murino, vetores de virus de
sarcoma de Rous.

a.Vetores Virais

[0103]Os vetores virais podem ser fornecidos em certos aspectos da presente
revelagdo. Na geracdo de vetores virais recombinantes, genes ndo essenciais sao
tipicamente substituidos por um gene ou sequéncia codificadora para uma proteina
heterdloga (ou ndo nativa). Um vetor viral € um tipo de construto de expressao que utiliza

sequéncias virais para introduzir acido nucleico e possivelmente proteinas em uma

Peticdo 870190104527, de 16/10/2019, pag. 49/149



39/111

célula. A capacidade de certos virus infectarem células ou entrarem nas células via
endocitose mediada por receptores e se integrarem nos genomas das células
hospedeiras e expressarem genes virais de maneira estavel e eficiente os tornaram
candidatos atraentes para a transferéncia de 4cidos nucleicos estranhos para as células
(por exemplo, células de mamiferos). Exemplos nado limitativos de vetores de virus que
podem ser usados para fornecer um &cido nucleico de certos aspectos da presente
revelagcdo sdo descritos abaixo.

[0104]0s retrovirus tém promessa como vetores de entrega de genes devido a
sua capacidade de integrar seus genes no genoma hospedeiro, transferir uma grande
quantidade de material genético estranho, infectar um amplo espectro de espécies e tipos
de células e ser empacotados em linhas celulares especiais (Miller, 1992).

[0105]Para construir um vetor retroviral, um acido nucleico é inserido no genoma
viral no lugar de certas sequéncias virais para produzir um virus com defeito de
replicacdo. Para produzir virions, uma linha celular de empacotamento contendo os genes
gag, pol € env - mas sem a LTR e os componentes de empacotamento - é construida
(Mann et al., 1983). Quando um plasmideo recombinante contendo um cDNA, juntamente
com a LTR retroviral e as sequéncias de empacotamento, é introduzido em uma linha
celular especial (por exemplo, por precipitacdo com fosfato de calcio), a sequéncia de
empacotamento permite que o transcrito de RNA do plasmideo recombinante seja
empacotado em particulas virais, que sdo entao secretadas no meio de cultura (Nicolas e
Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann et al, 1983). O meio contendo os retrovirus
recombinantes é entdo coletado, opcionalmente concentrado e utilizado para
transferéncia de genes. Os vetores retrovirais sdo capazes de infectar uma ampla
variedade de tipos de células. No entanto, integracdo e expressao estavel requerem a

divisdo de células hospedeiras (Paskind et al., 1975).
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[0106]Os lentivirus sdo retrovirus complexos que, além dos genes retrovirais
comuns gag, pol e env, contém outros genes com funcéo reguladora ou estrutural. Os
vetores lentivirais sdo bem conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Naldini et al., 1996;
Zufferey et al., 1997; Blomer et al., 1997; Patentes US 6.013.516 e 5.994.136).

[0107]0s vetores lentivirais recombinantes sdo capazes de infectar células que
ndao se dividem e podem ser usados para transferéncia génica in vivo e ex vivo e
expressdao de sequéncias de acidos nucleicos. Por exemplo, lentivirus recombinante
capaz de infectar uma célula ndao dividida - em que uma célula hospedeira adequada é
transfectada com dois ou mais vetores portando as fungdes de empacotamento, como
gag, pol e env, bem como rev e tat - é descrita na Patente US 5.994.136, aqui incorporada
por referéncia.

b.Vetores Epissomais

[0108]O uso de vetores extracromossdmicos (ou seja, epissomais) a base de
plasmideo ou lipossomo também pode ser fornecido em certos aspectos da presente
revelacdo. Tais vetores epissomais podem incluir, por exemplo, vetores baseados em oriP
e/ou vetores que codificam um derivado de EBNA-1. Esses vetores podem permitir que
grandes fragmentos de DNA sejam introduzidos em uma célula e mantidos
extracromossomos, replicados uma vez por ciclo celular, particionados em células filhas
com eficiéncia e ndo provocam substancialmente nenhuma resposta imunoldgica.

[0109]Em particular, 0 EBNA-1, a Unica proteina viral necessaria para a replicagao
do vetor de expressdo baseado em oriP, ndo provoca uma resposta imunologica celular
porque desenvolveu um mecanismo eficiente para contornar o processamento necessario
para a apresentacao de seus antigenos na classe MHC Moléculas | (Levitskaya et al.,
1997). Além disso, o EBNA-1 pode atuar em trans para melhorar a expressdo do gene

clonado, induzindo a expressdo de um gene clonado até 100 vezes em algumas linhas
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celulares (Langle-Rouault et al.,, 1998; Evans et al.,, 1997). Finalmente, a fabricacao de
tais vetores de expressdo baseados em oriP é barata.

[0110]Outros vetores extracromossémicos incluem outros vetores baseados no
virus do herpes linfotréfico. O virus do herpes linfotréfico é um virus do herpes que se
replica em um linfoblasto (por exemplo, um linfoblasto humano B) e se torna um
plasmideo para uma parte do seu ciclo de vida natural. O virus do herpes simplex (HSV)
ndo € um virus do herpes "linfotréfico”. Exemplos de virus do herpes linfotréfico incluem,
mas ndo estdo limitados a EBV, o virus do sarcoma de Kaposi (KSHV); Herpes virus
saimiri (HS) e virus da doenca de Marek (MDV). Também sao contempladas outras fontes
de vetores de base epissomal, como ARS de levedura, adenovirus, SV40 ou BPV.

[0111]Alguém versado na técnica estaria bem equipado para construir um vetor
através de técnicas recombinantes padrao (ver, por exemplo, Maniatis et al., 1988 e
Ausubel et al., 1994, ambos incorporados aqui por referéncia).

[0112]0Os vetores também podem compreender outros componentes ou
funcionalidades que modulam ainda mais a entrega génica e/ou a expressao génica, ou
que de outro modo fornecem propriedades benéficas para as células-alvo. Esses outros
componentes incluem, por exemplo, componentes que influenciam a ligacdo ou
direcionamento para células (incluindo componentes que mediam a ligacao de tipo celular
ou especifica de tecido); componentes que influenciam a captacao do acido nucleico do
vetor pela célula; componentes que influenciam a localizacao do polinucleotideo dentro da
célula apbés a captagdo (como agentes mediadores da localizacdo nuclear); e
componentes que influenciam a expresséo do polinucleotideo.

[0113]Tais componentes também podem incluir marcadores, tais como
marcadores detectaveis e/ou de selecdo que podem ser usados para detectar ou

selecionar células que foram absorvidas e estdo expressando o acido nucleico entregue
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pelo vetor. Tais componentes podem ser fornecidos como uma caracteristica natural do
vetor (como 0 uso de certos vetores virais que possuem componentes ou funcionalidades
que mediam a ligacdo e a absor¢cao), ou os vetores podem ser modificados para fornecer
tais funcionalidades. Uma grande variedade de tais vetores é conhecida na técnica e
geralmente esta disponivel. Quando um vetor € mantido em uma célula hospedeira, o
vetor pode ser replicado de forma estavel pelas células durante a mitose como uma
estrutura autbnoma, incorporada no genoma da célula hospedeira ou mantida no ndcleo
ou citoplasma da célula hospedeira.

c.Sistema baseado em transposon

[0114]Em certos aspectos, a entrega de fatores de programacéo pode usar um
sistema transposon-transposase. Por exemplo, o sistema transposon-transposase pode
ser o bem conhecido Sleeping Beauty, o sistema Frog Prince transposon-transposase
(para obter uma descricao deste ultimo, consulte, por exemplo, EP1507865), ou o sistema
PiggyBac de transposon especifico para TTAA.

[0115]0s transposons sdao sequéncias de DNA que podem se mover para
diferentes posicoes dentro do genoma de uma Unica célula, um processo chamado
transposicao. No processo, eles podem causar mutacoes e alterar a quantidade de DNA
no genoma. Os transposons também ja foram chamados genes saltadores e séo
exemplos de elementos genéticos moéveis.

[0116]Ha uma variedade de elementos genéticos moveis, e eles podem ser
agrupados com base em seu mecanismo de transposicdo. Os elementos genéticos
méveis de classe |, ou retrotransposons, copiam a si mesmos sendo primeiro transcritos
no RNA, depois transcritos de volta ao DNA pela transcriptase reversa e depois inseridos

em outra posi¢cdo no genoma. Os elementos genéticos moveis de Classe Il movem-se
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diretamente de uma posi¢ao para outra usando uma transposase para "recortar e colar"
eles dentro do genoma.

[0117]Em modalidades particulares, os construtos (por exemplo, 0 construto de
multiplas linhagens) fornecidos na presente revelagdo usam um sistema de expresséo
PiggyBac. Os transposons de DNA de PiggyBac (PB) se mobilizam por meio de um
mecanismo "recortar e colar", pelo qual uma enzima transposase (PB transposase),
codificada pelo préprio transposon, excisa e reintegra o transposon em outros locais
dentro do genoma. O PB transposase reconhece especificamente as repeticdes terminais
invertidas PB (ITRs) que flanqueiam o transposon; liga-se a essas sequéncias e catalisa a
excisdo do transposon. O PB se integra nos locais da TTAA em todo o genoma, de
maneira relativamente aleatéria. Para a criagcdo de mutacdes de armadilhas genéticas (ou
adaptadas para a geracdo de animais transgénicos), a transposase € fornecida em trans
em um plasmideo e € cotransfectada com um plasmideo contendo transposon doador, um
transposon recombinante compreendendo uma armadilha génica flanqueada pelos locais
de ligacao para a transposase (ITRs). A transposase ira catalisar a excisdo do transposon
do plasmideo e subsequente integracdo no genoma. A integracao dentro de uma regido
de codificacdo capturara os elementos necessarios para a expressdao da armadilha
genética. O PB possui varias propriedades ideais: (1) preferencialmente se insere nos
genes (50 a 67% das inser¢des atingem os genes) (2) ndo exibe salto local (ampla
cobertura gendmica) (3) ndo € sensivel a inibicdo da superproducdao em que niveis
elevados da transposase causam diminuicdo da transposicdo 4) sao retirados de forma
limpa do local doador, sem deixar pegadas, diferentemente da Bela Adormecida.

d.Elementos Regulatérios

[0118]Os cassetes de expressao incluidos nos vetores de reprogramacao Uteis na

presente revelagcdao contém preferencialmente (na direcdo 5 a 3') um promotor
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transcricional eucariético operacionalmente ligado a uma sequéncia de codificacdo de
proteinas, sinais de emenda incluindo sequéncias intervenientes € uma sequéncia de
terminacao/poliadenilagao transcricional.

(i) Promotor/melhoradores

[0119]0s construtos de expressdo aqui fornecidos compreendem promotor para
dirigir a expressdo dos genes de programacdo. Um promotor geralmente compreende
uma sequéncia que funciona para posicionar o local de inicio da sintese de RNA. O
exemplo mais conhecido disso é a caixa TATA, mas em alguns promotores que nao
possuem uma caixa TATA, como, por exemplo, o promotor do gene da desoxinucleotidil
transferase terminal de mamiferos e o promotor dos genes tardios do SV40, um elemento
discreto sobre o inicio o site em si ajuda a fixar o local de iniciagdo. Elementos promotores
adicionais regulam a frequéncia do inicio da transcricdo. Normalmente, eles estédo
localizados na regido de 30 a 110 pb a montante do local de inicio, embora vérios
promotores também demonstrem conter elementos funcionais a jusante do local de inicio.
Para trazer uma sequéncia de codificacao “sob o controle de” um promotor, posiciona-se
a extremidade 5" do local de iniciagcao da transcricao do quadro de leitura da transcricao “a
jusante” (ou seja, 3" de) do promotor escolhido. O promotor "a montante" estimula a
transcricdo do DNA e promove a expressao do RNA codificado.

[0120]0O espacamento entre os elementos promotores € frequentemente flexivel,
de modo que a funcdo do promotor é preservada quando os elementos sédo invertidos ou
movidos em relagdo um ao outro. No promotor tk, o espagamento entre os elementos
promotores pode ser aumentado para 50 bp antes que a atividade comece a declinar.
Dependendo do promotor, parece que elementos individuais podem funcionar de forma

cooperativa ou independente para ativar a transcricao. Um promotor pode ou nao ser
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utilizado em conjunto com um "intensificador", que se refere a uma sequéncia reguladora
de acéo cis envolvida na ativacao transcricional de uma sequéncia de acidos nucleicos.
[0121]Um promotor pode ser um naturalmente associado com uma sequéncia de
acidos nucleicos, tal como pode ser obtido isolando as sequéncias nao codificantes 5
localizadas a montante do segmento codificante e/ou exdo. Esse promotor pode ser
chamado de "enddgeno". Da mesma forma, um intensificador pode ser um naturalmente
associado a uma sequéncia de acidos nucleicos, localizado a jusante ou a montante
dessa sequéncia. Alternativamente, certas vantagens serdo obtidas posicionando o
segmento de acido nucleico codificante sob o controle de um promotor recombinante ou
heterdlogo, o qual se refere a um promotor que normalmente ndo estd associado a uma
sequéncia de acidos nucleicos em seu ambiente natural. Um potenciador recombinante
ou heterdlogo refere-se também a um potenciador que normalmente ndo esta associado a
uma sequéncia de acidos nucleicos no seu ambiente natural. Esses promotores ou
potenciadores podem incluir promotores ou potenciadores de outros genes e promotores
ou potenciadores isolados de qualquer outro virus ou célula procariética ou eucariotica e
promotores ou potenciadores que nao "ocorrem naturalmente", ou seja, contendo
elementos diferentes de diferentes regides reguladoras da transcrigdo, e/ou mutagdes que
alteram a expressao. Por exemplo, os promotores mais comumente usados no construto
do DNA recombinante incluem os sistemas promotores da p-lactamase (penicilinase),
lactose e triptofano (trp). Além de produzir sequéncias de acido nucleico de promotores e
intensificadores sinteticamente, as sequéncias podem ser produzidas usando a tecnologia
de clonagem recombinante e/ou de amplificacdo de acido nucleico, incluindo PCR™, em
conexao com as composigcdes aqui divulgadas (ver Patentes n° US 4.683.202 e
5.928.906, cada uma aqui incorporada por referéncia). Além disso, é contemplado que as

sequéncias de controle que direcionam a transcricdo e/ou expressdo de sequéncias
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dentro de organelas nao nucleares, como mitocéndrias, cloroplastos e similares, também
podem ser empregadas.

[0122]Naturalmente, serd importante empregar um promotor e/ou intensificador
que efetivamente direcione a expressdo do segmento de DNA na organela, tipo de célula,
tecido, 6rgao ou organismo escolhido para expressado. Aqueles versados na técnica da
biologia molecular geralmente conhecem o uso de promotores, intensificadores e
combinagdes de tipos de células para expressdo de proteinas (ver, por exemplo,
Sambrook et al. 1989, aqui incorporado por referéncia). Os promotores empregados
podem ser constitutivos, especificos de tecido, induziveis e/ou Uteis sob as condigdes
apropriadas para direcionar a expressao de alto nivel do segmento de DNA introduzido,
tal como é vantajoso na produgcdo em larga escala de proteinas e/ou peptideos
recombinantes. O promotor pode ser heterélogo ou enddgeno.

[0123]Além disso, qualquer combinacdo de promotor/intensificador (como, por
exemplo, o EPDB do banco de dados do promotor eucariético) também pode ser usada
para direcionar a expressdo. O uso de um sistema de expressao citoplasmatica T3, T7 ou
SP6 é outra modalidade possivel. As células eucaridticas podem suportar a transcricao
citoplasmatica de certos promotores bacterianos se a polimerase bacteriana apropriada
for fornecida, como parte do complexo de entrega ou como um construto de expressao
genética adicional.

[0124]Exemplos nao limitativos de promotores incluem promotores virais precoces
ou tardios, como promotores precoces ou tardios de SV40, promotores precoces
imediatos de citomegalovirus (CMV), promotores iniciais do virus Rous Sarcoma (RSV);
promotores de células eucariéticas, como, por exemplo, promotor de beta-actina (Ng,
1989; Quitsche et al., 1989), promotor GADPH (Alexander et al., 1988, Ercolani et al.,

1988), promotor de metalotioneina (Karin et al., 1989; Richards et al., 1984); e promotores
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de elemento de resposta concatenados, tais como promotores de elemento de resposta
AMP ciclico (cre), promotor de elemento de resposta de soro (sre), promotor de forbol
éster (TPA) e promotores de elemento de resposta (tre) perto de uma caixa TATA minima.
Também é possivel usar sequéncias promotoras do horménio do crescimento humano
(por exemplo, o promotor minimo do horménio do crescimento humano descrito em
Genbank, acesso n0.X05244, nucleotideo 283-341) ou um promotor de tumor mamario de
camundongo (disponivel no ATCC, n® CAT ATCC 45007).

[0125]A expressdao do transgene especifico do tecido, especialmente para a
expressdao do gene repdérter em células hematopoiéticas e precursores de células
hematopoiéticas derivadas da programacao, pode ser desejavel como uma maneira de
identificar células e precursores hematopoiéticos derivados. Para aumentar a
especificidade e a atividade, foi contemplado o uso de elementos reguladores de acgao
cis. Por exemplo, um promotor especifico de célula hematopoiética pode ser usado.
Muitos desses promotores especificos de células hematopoiéticas sdao conhecidos na
técnica, como promotores dos genes hematopoiéticos fornecidos na Tabela 1.

[0126]Em certos aspectos, os métodos da presente revelacdo também dizem
respeito a sequéncias potenciadoras, isto é, sequéncias de 4cido nucleico que aumentam
a atividade de um promotor € que tém potencial para atuar em cis, e independentemente
de sua orientagdo, mesmo a distancias relativamente longas (até varios quilobases) longe
do promotor-alvo). No entanto, a funcédo potenciadora nao é necessariamente restrita a
longas distancias, pois elas também podem funcionar em estreita proximidade com um
determinado promotor.

[0127]Muitas sequéncias promotoras e potenciadoras de células hematopoiéticas
foram identificadas e podem ser Uteis nos métodos atuais. Ver, por exemplo, Patente US

5.556.954; Pedido de Patente US 20020055144 ; Pedido de Patente US 20090148425.
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(i) Sinais de Iniciacao e Expressao Vinculada

[0128]Um sinal de iniciacdo especifico também pode ser usado nos construtos de
expressao fornecidas na presente revelagcdo para traducdo eficiente de sequéncias de
codificacdo. Estes sinais incluem o c6don de iniciagdo ATG ou sequéncias adjacentes.
Sinais de controle de tradugédo exdgenos, incluindo o cédon de iniciagdo ATG, podem
precisar ser fornecidos. Um versado na técnica seria prontamente capaz de determinar
isso e fornecer os sinais necessarios. E sabido que o cddon de iniciagdo deve estar
"dentro do quadro” com o quadro de leitura da sequéncia de codificagdo desejada para
garantir a tradugé@o de toda a insergédo. Os sinais de controle de traducéo exdgenos e os
codons de iniciagdo podem ser naturais ou sintéticos. A eficiéncia da expressdo pode ser
aumentada pela inclusao de elementos intensificadores de transcrigdo apropriados.

[0129]Em certas modalidades, os elementos de locais internos de entrada de
ribossomo (IRES) sdo usados para criar mensagens multigénicas ou policistronicas.
Elementos IRES séo capazes de ignorar o0 modelo de digitalizacao ribossomo da traducao
dependente 5 Cap metilado e comecgar a tradugcdo em locais internos (Pelletier e
Sonenberg, 1988). Elementos IRES de dois membros da familia dos picornavirus
(poliomielite e encefalomiocardite) foram descritos (Pelletier e Sonenberg, 1988), bem
como um IRES de uma mensagem de mamifero (Macejak e Sarnow, 1991). Os elementos
IRES podem ser vinculados a quadros de leitura abertos heterélogos. Varios quadros de
leitura abertos podem ser transcritos juntos, cada um separado por um IRES, criando
mensagens policistronicas. Em virtude do elemento IRES, cada quadro de leitura aberto é
acessivel aos ribossomos para uma tradugdo eficiente. Multiplos genes podem ser
expressos eficientemente usando um Unico promotor/intensificador para transcrever uma
Unica mensagem (ver Patentes n° US 5.925.565 e 5.935.819, cada uma aqui incorporada

por referéncia).
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[0130]Além disso, certos elementos de sequéncia 2A podem ser utilizados para
criar ou coexpressao de genes de programacado nos construtos fornecidas na presente
revelacdo. Por exemplo, sequéncias de clivagem podem ser usadas para coexpressar
genes ligando quadros de leitura abertos para formar um Unico cistron. Uma sequéncia de
clivagem exemplar é o F2A (virus da febre aftosa 2A) ou uma sequéncia "do tipo 2A" (por
exemplo, virus Thosea asigna 2A; T2A). Em modalidades particulares, um peptideo de
clivagem F2A é usado para ligar a expressdo dos genes no construto de mudltiplas
linhagens.

e.Origens da replicacao

[0131]Para propagar um vetor em uma célula hospedeira, ele pode conter uma ou
mais origens dos locais de replicacao (geralmente denominados "ori"), por exemplo, uma
sequéncia de &cidos nucleicos correspondente ao oriP do EBV, conforme descrito acima,
ou um oriP geneticamente modificado com uma fungdo semelhante ou elevada na
programacao, que € uma sequéncia especifica de acido nucleico na qual a replicacao é
iniciada. Alternativamente, pode ser empregada uma origem de replicagdao de outro virus
de replicagao extracromossémica, como descrito acima, ou uma sequéncia de replicacao
autébnoma (ARS).

f.Selecdo e marcadores selecionaveis

[0132]Em certas modalidades, as células que contém um construto de acido
nucleico podem ser identificadas in vitro ou in vivo, incluindo um marcador no vetor de
expressao. Tais marcadores conferem uma alteracdo identificavel a célula, permitindo
facil identificagdo de células contendo o vetor de expressdo. Geralmente, um marcador de
selecdo é aquele que confere uma propriedade que permite a sele¢cdo. Um marcador de
selecao positivo é aquele em que a presenca do marcador permite sua selecao, enquanto

um marcador de selecdo negativo é aquele em que sua presenga impede sua selecao.

Peticdo 870190104527, de 16/10/2019, pag. 60/149



50/111

Um exemplo de um marcador de selecdo positiva € um marcador de resisténcia a
farmacos.

[0133]Normalmente, a inclusdo de um marcador de sele¢cdo de drogas auxilia na
clonagem e identificacao de transformantes, por exemplo, genes que conferem resisténcia
a neomicina, puromicina, higromicina, DHFR, GPT, zeocina e histidinol sdo marcadores
de selecdo uteis. Além dos marcadores que conferem um fendtipo que permite a
discriminagao de transformantes com base na implementacéao de condi¢cdes, também séo
contemplados outros tipos de marcadores, incluindo marcadores rastredveis como GFP,
cuja base € a analise colorimétrica. Alternativamente, podem ser utilizadas enzimas
rastredveis como marcadores de selegcdo negativa, tais como o virus do herpes simplex
timidina quinase (tk) ou cloranfenicol acetiltransferase (CAT). Um versado na técnica
também saberia empregar marcadores imunoldgicos, possivelmente em conjunto com a
analise FACS. Nao se acredita que o marcador utilizado seja importante, desde que seja
capaz de ser expresso simultaneamente com o 4cido nucleico que codifica um produto
genético. Outros exemplos de selecao e marcadores rastreaveis sdo bem conhecidos de
um versado na técnica.

[0134]A introdugdo de um acido nucleico, como DNA ou RNA, nas células-tronco
pluripotentes a serem programadas para células precursoras hematopoiéticas com a
revelacdo atual pode usar quaisquer métodos adequados para a entrega de acido
nucleico para a transformacdo de uma célula, como descrito aqui ou como seria
conhecido por um versado na técnica. Tais métodos incluem, mas ndo estéo limitados a,
entrega direta de DNA, como por transfeccdo ex vivo (Wilson et al., 1989, Nabel et al,
1989), por injecdo (Patentes n° US 5.994.624, 5.981.274, 5.945.100, 5.780.448,
5.736.524, 5.702.932, 5.656.610, 5.589.466 e 5.580.859, cada uma aqui incorporada por

referéncia), incluindo microinjecdao (Harland e Weintraub, 1985; Patente n® US 5.789.215,
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aqui incorporada por referéncia); por eletroporagao (Patente n? US 5.384.253, incorporada
aqui por referéncia; Tur-Kaspa et al., 1986; Potter et al., 1984); por precipitacdo com
fosfato de calcio (Graham e Van Der Eb, 1973; Chen e Okayama, 1987; Rippe et al.,
1990); usando DEAE-dextrano seguido de polietileno glicol (Gopal, 1985); por carga
sOnica direta (Fechheimer et al., 1987); por transfeccao mediada por lipossomas (Nicolau
e Sene, 1982; Fraley et al., 1979; Nicolau et al., 1987; Wong et al., 1980; Kaneda et al.,
1989; Kato et al., 1991) e mediada por receptores transfecgao (Wu e Wu, 1987; Wu e Wu,
1988); por bombardeamento de microprojetos (pedidos PCT n°% WO 94/09699 e
95/06128; Patentes US 5.610.042; 5.322.783 5.563.055, 5.550.318, 5.538.877 e
5.538.880, e cada um aqui incorporado por referéncia); por agitacdo com fibras de
carboneto de silicio (Kaeppler et al., 1990; Patentes n® US 5.302.523 e 5.464.765, cada
uma aqui incorporada por referéncia); por transformagcdao mediada por Agrobacterium
(Patentes US 5.591.616 e 5.563.055, cada uma aqui incorporada por referéncia); por
captacao de DNA mediada por dessecacao/inibicao (Potrykus et al., 1985) e qualquer
combinacgéo de tais métodos. Através da aplicacao de técnicas como essas, organela (ou
organelas), célula (ou células), tecido (ou tecidos) ou organismo (ou organismos) podem
ser transformados de maneira estavel ou transitéria.

C.Correspondéncia de haplétipos do MHC

[0135]0 principal complexo de histocompatibilidade (MHC) € a principal causa de
rejeicdo imunoldgica de transplantes de 6érgaos alogénicos. Existem trés principais
haplétipos de MHC de classe | (A, B e C) e trés principais haplétipos de MHC de classe |l
(DR, DP e DQ). Os loci HLA sao altamente polimorficos e estédo distribuidos por 4 Mb no
cromossomo 6. A capacidade de haplotipar os genes HLA na regiao é clinicamente
importante, pois esta regido esta associada a doengas autoimunes e infecciosas e a

compatibilidade dos haplétipos HLA entre doador e receptor pode influenciar os

Peticdo 870190104527, de 16/10/2019, pag. 62/149



52/111

resultados clinicos do transplante. Os HLAs correspondentes ao MHC classe |
apresentam peptideos de dentro da célula e os HLAs correspondentes ao MHC classe |l
apresentam antigenos de fora da célula para linfécitos T. A incompatibilidade de
haplétipos de MHC entre o enxerto e o hospedeiro desencadeia uma resposta
imunoldgica contra o enxerto e leva a sua rejeicdo. Assim, um paciente pode ser tratado
com um imunossupressor para evitar a rejei¢do. Linhas de células-tronco compativeis
com HLA podem superar o risco de rejeicao imunolégica.

[0136]Devido a importancia do HLA no transplante, os loci do HLA sé@o geralmente
tipificados por sorologia e PCR para identificar pares favoraveis de doador-receptor. A
detecgao sorolégica de antigenos HLA de classe | e Il pode ser realizada usando um teste
de linfocitotoxicidade mediada por complemento com linfécitos T ou B purificados. Este
procedimento é predominantemente usado para combinar os loci HLA-A e -B. A tipagem
de tecidos com base molecular geralmente pode ser mais precisa que o0 teste
sorologico. Métodos moleculares de baixa resolugdo, como os métodos SSOP (sondas
oligonucleotidicas especificas da sequéncia), nos quais os produtos de PCR sao testados
contra uma série de sondas oligonucleotidicas, podem ser usados para identificar
antigenos HLA, e atualmente esses métodos sdo os métodos mais comuns usados para
Classe Il- Digitagdo HLA. Técnicas de alta resolugdo, como métodos SSP (iniciador
especifico de sequéncia) que utilizam iniciadores especificos de alelos para amplificacédo
por PCR, podem identificar alelos especificos de MHC.

[0137]A compatibilidade do MHC entre um doador e um receptor aumenta
significativamente se as células do doador forem HLA homozigotas, ou seja, contém
alelos idénticos para cada proteina apresentadora de antigeno. A maioria dos individuos €
heterozigética para os genes MHC de classe | e Il, mas certos individuos séo

homozigotos para esses genes. Esses individuos homozigotos podem servir como super
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doadores € os enxertos gerados a partir de suas células podem ser transplantados em
todos os individuos homozigotos ou heterozigotos para esse haplétipo. Além disso, se as
células doadoras homozigotas tiverem um haplétipo encontrado em alta frequéncia em
uma populacéo, essas células poderao ter aplicagdo em terapias de transplante para um
grande numero de individuos.

[0138]Por conseguinte, em algumas modalidades, as PSCs dos presentes
métodos podem ser produzidas a partir de células somaticas do individuo a ser tratado,
ou outro individuo com o mesmo ou substancialmente o mesmo tipo de HLA que o do
paciente. Em um caso, os principais HLAs (por exemplo, os trés principais locais de HLA-
A, HLA-B e HLA-DR) do doador sdo idénticos aos principais HLAs do destinatario. Em
alguns casos, a célula somatica nao é ou pode ser um super doador; assim, unidades
derivadas de um dador homozigético do MHC de super podem ser usadas para gerar
HPCs e, subsequentemente, as células imunitarias, tais como as células T. Assim, as
células efetoras imunes derivadas de um super doador podem ser transplantadas em
individuos que sdo homozigotos ou heterozigotos para esse haplétipo. Por exemplo, as
células imunolégicas podem ser homozigotas em dois alelos do HLA, como o HLA-A e o
HLA-B. Como tal, as células imunolégicas produzidas a partir de super doadores podem
ser usadas nos métodos aqui divulgados, para produzir células imunologicas que podem
potencialmente "corresponder" a um grande numero de receptores em potencial.

D.Receptores antigénicos geneticamente modificados

[0139]As PSCs podem ser geneticamente modificadas para expressar receptores
de antigenos, como TCRs ou CARs modificados.Por exemplo, as PSCs (por exemplo,
autdlogos ou alogénicos) sdo modificados para expressar um TCR ou CAR possuindo

especificidade antigénica para um antigeno de cancer.
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[0140]Métodos de modificacdo adequados sdao conhecidos na técnica. Ver, por
exemplo, Sambrook e Ausubel, supra. Por exemplo, as células podem ser transduzidas
para expressar um TCR com especificidade antigénica para um antigeno de cancer
usando técnicas de transducdo descritas em Heemskerk et al. Hum Gene Ther. 19: 496-
510 (2008) e Johnson et al. Blood 114: 535-46 (2009).

[0141]A eletroporacdo do RNA que codifica para as cadeias TCR a e B (ou y e d)
de comprimento total pode ser usada como alternativa para superar problemas de longo
prazo com a autorreatividade causada pelo emparelhamento de cadeias TCR retrovirais
transduzidas e endbgenas. Mesmo que esse emparelhamento alternativo ocorra na
estratégia de transfeccdo transitéria, as células T autorreativas possivelmente geradas
perderdo essa autorreatividade apds algum tempo, porque as cadeias o € B do TCR
introduzidas sao expressas apenas transitoriamente. Quando a expressao de cadeias a e
B do TCR introduzida é diminuida, restam apenas células T autélogas normais. Este ndo é
o0 caso quando cadeias de TCR de comprimento total sdo introduzidas por transducéo
retroviral estavel, que nunca perde as cadeias de TCR introduzidas, causando uma
autorreatividade constantemente presente no paciente.

[0142]Em algumas modalidades, as células compreendem um ou mais acidos
nucleicos introduzidos por engenharia genética que codificam um ou mais receptores de
antigeno e produtos geneticamente modificados de tais acidos nucleicos. Em algumas
modalidades, os acidos nucléicos sao heterdlogos, isto €, normalmente ndo estao
presentes em uma ceélula ou amostra obtida da célula, como uma obtida de outro
organismo ou célula, que por exemplo, normalmente ndo € encontrado na célula que esté
sendo projetada e/ou um organismo do qual essa célula é derivada. Em algumas
modalidades, os acidos nucléicos ndo ocorrem naturalmente, como um acido Urico ndo

encontrado na natureza (por exemplo, quimérico).
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[0143]Em algumas modalidades, o CAR contém um dominio de reconhecimento
de antigeno extracelular que se liga especificamente a um antigeno. Em algumas
modalidades, o antigeno € uma proteina expressa na superficie das células. Em algumas
modalidades, o CAR é um CAR do tipo TCR e o antigeno é um antigeno peptidico
processado, como um antigeno peptidico de uma proteina intracelular, que, como um
TCR, é reconhecido na superficie celular no contexto de uma grande histocompatibilidade
molécula complexa (MHC).

[0144]Exemplos de receptores de antigeno, incluindo CARs e TCRs
recombinantes, bem como métodos para projetar e introduzir os receptores nas células,
incluem aqueles descritos, por exemplo, nos nimeros de publicacdo de pedido de patente
internacional WQ0200014257, WQ2013126726, WO02013126726, WO02012/129514,
W02014031687, W02013/166321, WO02013/071154, W02013/123061, nUmeros de
publicacdo do pedido de patente US US2002131960, US2013287748, US20130149337,
Patentes n%: US 6.451.995, 7.446.190, 8.252.592, 8.339.645, 8.398.282, 7.446.179,
6.410.319, 8.054.995, 7.346, 7.354, 7.346, 8.054, 7.346, 8.054, 7.346, 7.354, 7.346,
7.351, e pedido de patente EP nimero EP2537416, e/ou os descritos por Sadelain et al.,
Cancer Discov. Abril de 2013; 3 (4): 388-398; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8 (4):
e61338; Turtle et al., Curr. Opin. Immunol., outubro de 2012; 24 (5): 633-39; Wu et al,,
Cancer, 18 de marco de 2012 (2): 160-75. Em alguns aspectos, os receptores de antigeno
geneticamente modificados incluem um CAR como descrito na Patente n®: US 7.446.190
e aqueles descritos na Publicacdo de Pedido de Patente Internacional n°:
WO/2014055668 Af.

1.Receptores de Antigenos Quiméricos
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[0145]Em algumas modalidades, o CAR compreende: a) um dominio de
sinalizagdo intracelular, b) um dominio transmembranar e ¢) um dominio extracelular
compreendendo uma regido de ligacao ao antigeno.

[0146]Em algumas modalidades, os receptores de antigeno manipulados incluem
CARs, incluindo CARs ativadores ou estimuladores, CARs coestimulatérios (ver
W02014/055668) e/ou CARs inibitérios (iCARs, ver Fedorov et al, 2013). Os CARs
geralmente incluem um dominio de ligacao ao antigeno extracelular (ou ligante) ligado a
um ou mais componentes de sinalizacao intracelular, em alguns aspectos via ligantes
e/ou dominio (ou dominios) transmembranar. Tais moléculas normalmente imitam ou
aproximam um sinal através de um receptor de antigeno natural, um sinal através desse
receptor em combinagdo com um receptor coestimulatério e/ou um sinal através de um
receptor coestimulatério sozinho.

[0147]Certas modalidades da presente revelagcado dizem respeito ao uso de acidos
nucleicos, incluindo acidos nucléicos que codificam um polipeptideo CAR especifico para
antigeno, incluindo um CAR que foi humanizado para reduzir a imunogenicidade (hCAR),
compreendendo um dominio de sinalizacdo intracelular, um dominio transmembranar e
um dominio extracelular compreendendo um ou mais motivos de sinalizagdo. Em certas
modalidades, o CAR pode reconhecer um epitopo que compreende 0 espacgo
compartilhado entre um ou mais antigenos. Em certas modalidades, a regido de ligacao
pode compreender regides determinantes complementares de um anticorpo monoclonal,
regides varidveis de um anticorpo monoclonal e/ou seus fragmentos de ligacdo ao
antigeno. Em outra modalidade, essa especificidade é derivada de um peptideo (por
exemplo, citocina) que se liga a um receptor.

[0148]Esta contemplado que os acidos nucleicos do CAR humano podem ser

genes humanos utilizados para melhorar a imunoterapia celular para pacientes humanos.
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Em uma modalidade especifica, a invencéao inclui um cDNA CAR completo ou uma regido
de codificagdo. As regides ou o dominio de ligagdo ao antigeno podem compreender um
fragmento das cadeias VH e VL de um fragmento varidvel de cadeia Unica (scFv) derivado
de um anticorpo monoclonal humano especifico, como os descritos na Patente US
7.109.304, aqui incorporada por referéncia. O fragmento também pode ser qualquer
namero de diferentes dominios de ligacdo ao antigeno de um anticorpo humano
especifico ao antigeno. Em uma modalidade mais especifica, o fragmento € um scFv
especifico de antigeno codificado por uma sequéncia que é otimizada para uso de cédon
humano para expressao em células humanas.

[0149]0 arranjo pode ser multimérico, como um diacorpo ou multimeros. Os
multimeros sdo provavelmente formados pelo emparelhamento cruzado da porgéo
variavel das cadeias leve e pesada em um diacorpo. A por¢cédo de dobradica do construto
pode ter vérias alternativas, de ser totalmente excluida, a manutengdo da primeira
cisteina, a uma substituicdo de prolina em vez de serina, a ser truncada até a primeira
cisteina. A parte Fc pode ser excluida. Qualquer proteina que seja estavel e/ou dimerize
pode servir a esse proposito. Pode-se usar apenas um dos dominios Fc, por exemplo, o
dominio CH2 ou CH3 da imunoglobulina humana. Pode-se também usar a regido de
dobradiga, CH2 e CH3 de uma imunoglobulina humana que foi modificada para melhorar
a dimerizacdo. Pode-se também usar apenas a parte da dobradica de uma
imunoglobulina. Também se pode usar por¢des de CD8alfa.

[0150]Em algumas modalidades, o acido nucleico do CAR compreende uma
sequéncia que codifica outros receptores coestimuladores, como um dominio
transmembranar e um dominio de sinalizagdo intracelular CD28 modificado. Outros
receptores coestimuladores incluem, mas nao estao limitados a, um ou mais CD28, CD27,

OX-40 (CD134), DAP10 e 4-1BB (CD137). Além de um sinal primario iniciado por CD3C,
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um sinal adicional fornecido por um receptor coestimulatério humano inserido em um CAR
humano é importante para a ativacdo completa das células NK e pode ajudar a melhorar a
persisténcia in vivo € 0 sucesso terapéutico da imunoterapia adotiva.

[0151]Em algumas modalidades, o CAR € construido com uma especificidade
para um antigeno especifico (ou marcador ou ligante), como um antigeno expresso em
um tipo de célula especifico a ser alvo de terapia adotiva, por exemplo, um marcador de
cancer e/ou um antigeno destinado a induzir uma resposta de amortecimento, como um
antigeno expresso em um tipo de célula normal ou ndo doente. Assim, o CAR inclui
tipicamente em sua porgao extracelular uma ou mais moléculas de ligacdo ao antigeno,
como um ou mais fragmentos, dominios ou porgdes de ligacdo ao antigeno, ou um ou
mais dominios varidaveis de anticorpo e/ou moléculas de anticorpo. Em algumas
modalidades, o CAR inclui uma porgao ou partes de ligacdo ao antigeno de uma molécula
de anticorpo, como um fragmento de anticorpo de cadeia Unica (scFv) derivado das
cadeias variavel pesada (VH) e variavel leve (VL) de um anticorpo monoclonal (mAb).

[0152]Em certas modalidades do receptor de antigeno quimérico, a porgcao
especifica do antigeno do receptor (que pode ser referida como um dominio extracelular
compreendendo uma regido de ligacdo ao antigeno) compreende um antigeno associado
ao tumor ou um dominio de ligacdo ao antigeno especifico do patégeno. Os antigenos
incluem antigenos de carboidratos reconhecidos por receptores de reconhecimento de
padroes, como a dectina-1. Um antigeno associado a um tumor pode ser de qualquer tipo,
desde que seja expresso na superficie celular das células tumorais. Modalidades
exemplificativas de antigenos associados a tumores incluem CD19, CD20, antigeno
carcinoembrionario ¢, alfafetoproteina, CA-125, MUC-1, CD56, EGFR, c-Met, AKT, Her2,
Her3, antigeno tumoral epitelial, antigeno associado a melanoma, p53 mutado, ras

mutado, e assim por diante.
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[0153]A sequéncia do quadro de leitura aberto que codifica o receptor quimérico
pode ser obtida a partir de uma fonte de DNA gendmico, uma fonte de cDNA ou pode ser
sintetizada (por exemplo, por meio de PCR) ou combinagbes dos mesmos. Dependendo
do tamanho do DNA gendmico e do numero de introns, pode ser desejavel usar cDNA ou
uma combinagdo dos mesmos, pois € descoberto que os introns estabilizam o
mRNA. Além disso, pode ser ainda mais vantajoso usar regides nao codificantes
enddgenas ou exdgenas para estabilizar o mRNA.

[0154]Esta contemplado que o construto quimérico possa ser introduzido nas
células imunolégicas como DNA nu ou em um vetor adequado. Os métodos de
transfecgdo estavel de células por eletroporacdo usando DNA nu sdo conhecidos na
técnica. Ver, por exemplo, Patente 6.410.319. DNA nu geralmente se refere ao DNA que
codifica um receptor quimérico contido em um vetor de expressdo plasmidica em
orientacdo adequada para expressao.

[0155]Alternativamente, um vetor viral (por exemplo, um vetor retroviral, vetor
adenoviral, vetor viral adeno-associado ou vetor lentiviral) pode ser usado para introduzir
o construto quimérico nas células imunoldgicas. Os vetores adequados para uso de
acordo com o método da presente revelacdo ndo sao replicantes nas células
imunoldgicas. Sabe-se um grande numero de vetores baseados em virus, em que 0O
ndamero de cépias do virus mantido na célula é baixo o suficiente para manter a
viabilidade da célula, como, por exemplo, vetores baseados em HIV, SV40, EBV, HSV ou
BPV.

[0156]Em alguns aspectos, o componente de ligacdo ou reconhecimento
especifico ao antigeno esté ligado a um ou mais dominios de sinaliza¢do transmembranar
e intracelular. Em algumas modalidades, o CAR inclui um dominio transmembranar

fundido ao dominio extracelular do CAR. Em uma modalidade, o dominio transmembranar
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que naturalmente esta associado a um dos dominios no CAR é usado. Em alguns casos,
o dominio transmembranar é selecionado ou modificado por substituicdo de aminoacidos
para evitar a ligagao de tais dominios aos dominios transmembranares da mesma ou de
diferentes proteinas da membrana superficial para minimizar as interagbes com outros
membros do complexo receptor.

[0157]0 dominio transmembranar em algumas modalidades é derivado de uma
fonte natural ou de uma fonte sintética. Onde a fonte é natural, em alguns aspectos, o
dominio é derivado de qualquer proteina ligada a membrana ou transmembrana. As
regides transmembranares incluem aquelas derivadas de (isto €, compreendem pelo
menos as regides transmembranares da) cadeia alfa, beta ou zeta do receptor de células
T, CD28, CD3 zeta, CD3 épsilon, CD3 gama, CD3 delta, CD45, Moléculas CD4, CD5,
CD8, CD9, CD 16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD 134, CD137, CD154,
ICOS/CD278, GITR/CD357, NKG2D e moléculas DAP. Altermativamente, o dominio
transmembranar em algumas modalidades é sintético. Em alguns aspectos, o dominio
transmembranar sintético compreende residuos predominantemente hidrofébicos, como
leucina e valina. Em alguns aspectos, um tripleto de fenilalanina, triptofano e valina serd
encontrado em cada extremidade de um dominio transmembranar sintético.

[0158]Em certas modalidades, as tecnologias de plataforma aqui divulgadas para
modificar geneticamente células imunoldgicas, como células NK, compreendem (i)
transferéncia de genes nao virais usando um dispositivo de eletroporacéo (por exemplo,
um nucleofector), (i) CARs que sinalizam através de endodominios (por exemplo,
CD28/CD3-¢, CD137/CD3- ou outras combinagdes), (ii) CARs com comprimentos
variaveis de dominios extracelulares que conectam o dominio de reconhecimento de

antigeno a superficie celular e, em alguns casos, (iv) antigeno artificial apresentar células
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(aAPC) derivadas de K562 para poder expandir robusta e numericamente as células
imunoldgicas ao CAR + (Singh et al., 2008; Singh et al., 2011).

2.Receptor de células T (TCR)

[0159]Em algumas modalidades, os receptores de antigeno geneticamente
modificados incluem TCRs recombinantes e/ou TCRs clonados a partir de células T de
ocorréncia natural. Um "receptor de célula T" ou "TCR" refere-se a uma molécula que
contém as cadeias variaveis a e B (também conhecidas como TCRa e TCRp,
respectivamente) ou cadeias variaveis y € & (também conhecidas como TCRy e TCRJ,
respectivamente) e que € capaz de se ligar especificamente a um peptideo antigénico
ligado a um receptor MHC. Em algumas modalidades, o TCR esta na forma of.

[0160]Tipicamente, os TCRs que existem nas formas off € yd sdo geralmente
estruturalmente semelhantes, mas as células T que as expressam podem ter locais ou
funcdes anatbmicas distintas. Um TCR pode ser encontrado na superficie de uma célula
ou na forma sollvel. Geralmente, um TCR é encontrado na superficie das células T (ou
linfécitos T), onde geralmente é responsavel pelo reconhecimento de antigenos ligados as
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Em algumas
modalidades, um TCR também pode conter um dominio constante, um dominio
transmembranar e/ou uma cauda citoplasmatica curta (ver, por exemplo, Janeway et al.,
Immunobiology: The Immune System in Health and Disease, 32 Ed., Current Biology
Publications, pagina 433, 1997). Por exemplo, em alguns aspectos, cada cadeia do TCR
pode possuir um dominio variavel da imunoglobulina N-terminal, um dominio constante da
imunoglobulina, uma regido transmembranar e uma cauda citoplasmatica curta na
extremidade C-terminal. Em algumas modalidades, um TCR esta associado a proteinas
invariantes do complexo CD3 envolvidas na mediacdo da transducdo de sinal. Salvo

indicacao em contrario, o termo "TCR" deve ser entendido como abrangendo fragmentos
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funcionais de TCR. O termo também abrange TCRs intactos ou completos, incluindo
TCRs na forma o ou y0.

[0161]Assim, para fins deste documento, a referéncia a um TCR inclui qualquer
TCR ou fragmento funcional, como uma por¢ao de ligagao ao antigeno de um TCR que se
liga a um peptideo antigénico especifico ligado a uma molécula de MHC, isto é, Complexo
MHC-peptideo. Uma "porcdo de ligacdo ao antigeno" ou um fragmento de ligacdo ao
antigeno "de um TCR, que pode ser usado de forma intercambiavel, refere-se a uma
molécula que contém uma porc¢do dos dominios estruturais de um TCR, mas que liga o
antigeno (por exemplo, complexo MHC- peptideo) ao qual o TCR completo se liga. Em
alguns casos, uma porc¢ao de ligacdo ao antigeno contém os dominios variaveis de um
TCR, como a cadeia a variavel e a cadeia B variavel de um TCR, suficientes para formar
um local de ligacdo para a ligagdo a um complexo especifico de peptideo MHC, como
geralmente onde cada cadeia contém trés regides determinantes de complementaridade.

[0162]Em algumas modalidades, os dominios varidveis das cadeias de TCR se
associam para formar alcas ou regides determinantes de complementaridade (CDRs)
analogas as imunoglobulinas, que conferem reconhecimento de antigeno e determinam a
especificidade do peptideo, formando o local de ligacdo da molécula do TCR e
determinando a especificidade do peptideo. Tipicamente, como as imunoglobulinas, as
CDRs séao separadas por regides estruturais (FRs) (ver, por exemplo, Jores et al., 1990;
Chothia et al., 1988; Lefranc et al., 2003). Em algumas modalidades, a CDRS3 é a principal
CDR responsavel pelo reconhecimento do antigeno processado, embora também tenha
demonstrado que a CDR1 da cadeia alfa interage com a parte do terminal N do peptideo
antigénico, enquanto a CDR1 da cadeia beta interage com o terminal C parte do

peptideo. Pensa-se que o CDR2 reconheca a molécula do MHC. Em algumas
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modalidades, a regiao varidvel da cadeia B pode conter uma regido adicional de
hipervariabilidade (HV4).

[0163]Em algumas modalidades, as cadeias de TCR contém um dominio
constante. Por exemplo, como imunoglobulinas, a porcdo extra celular das cadeias de
TCR (por exemplo, cadeia a, cadeia B) pode conter dois dominios de imunoglobulina, um
dominio variavel (por exemplo, Va ou Vp; tipicamente os amino4cidos 1 a 116 em Kabat
numeracao de Kabat et al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept.
Health and Human Services”, Public Health Service National Institutes of Health, 1991, 52
ed.) no N-terminal, e um dominio constante (ex., uma cadeia de dominio constante ou um
C, tipicamente aminoacidos 117-259 baseado em Kabat, de cadeia B dominio constante
ou Cp, tipicamente, os aminoacidos 117 a 295 com base em Kabat) adjacentes a
membrana celular. Por exemplo, em alguns casos, a porgdo extracelular do TCR formada
pelas duas cadeias contém dois dominios constantes proximais a membrana e dois
dominios varidveis distantes a membrana contendo CDRs. O dominio constante do
dominio TCR contém sequéncias de conexao curtas nas quais um residuo de cisteina
forma uma ligagcdo dissulfeto, fazendo um elo entre as duas cadeias. Em algumas
modalidades, um TCR pode ter um residuo de cisteina adicional em cada uma das
cadeias a e B, de modo que o TCR contenha duas ligagdes dissulfeto nos dominios
constantes.

[0164]Em algumas modalidades, as cadeias de TCR podem conter um dominio
transmembranar. Em algumas modalidades, o dominio transmembranar € carregado
positivamente. Em alguns casos, as cadeias de TCR contém uma cauda
citoplasmatica. Em alguns casos, a estrutura permite que o TCR se associe a outras

moléculas como o CD3. Por exemplo, um TCR contendo dominios constantes com uma
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regido transmembranar pode ancorar a proteina na membrana celular e associar-se a
subunidades invariantes do aparelho ou complexo de sinalizagdo CD3.

[0165]Geralmente, o CD3 é um complexo multiproteico que pode possuir trés
cadeias distintas (y, & e €) em mamiferos e na cadeia. Por exemplo, em mamiferos, o
complexo pode conter uma cadeia CD3y, uma cadeia CD39, duas cadeias CD3g, e um
homodimero de cadeias CD3{.0 CD3y, CD3 5 e cadeias CD3¢ séo proteinas da superficie
celular altamente relacionadas da superfamilia de imunoglobulina contendo um Unico
dominio de imunoglobulina. As regides transmembranares do CD3y, CD3d e cadeias
CD3e sdo negativamente carregadas, o que € uma caracteristica que permite que estas
cadeias de se associar com as cadeias de receptor de célula T carregados positivamente.
As caudas intracelulares do CD3y, CD3d e cadeias CD3e contém cada um Unico motivo
conservado conhecido como um motivo de ativagdo baseado imunorreceptor de tirosina
ou ITAM, ao passo que cada cadeia tem trés CD3C. Geralmente, os ITAMs estédo
envolvidos na capacidade de sinalizagdao do complexo TCR. Essas moléculas acessoérias
tém regides transmembranares com carga negativa e desempenham um papel na
propagacao do sinal do TCR para a célula. As cadeias CD3 e , juntamente com o TCR,
formam o que é conhecido como complexo receptor de células T.

[0166]Em algumas modalidades, o TCR pode ser um heterodimero de duas
cadeias a e B (ou opcionalmente y e 8) ou pode ser um construto de TCR de cadeia
Unica. Em algumas modalidades, o TCR € um heterodimero ¢ que contém duas cadeias
separadas (cadeias a e B ou cadeias y e 0) que estdo ligadas, como por uma ligacao
dissulfeto ou ligagdes dissulfeto. Em algumas modalidades, um TCR para um antigeno-
alvo (por exemplo, um antigeno de cancer) € identificado e introduzido nas células. Em
algumas modalidades, o acido nucleico que codifica 0 TCR pode ser obtido a partir de

uma variedade de fontes, como por amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR) de sequéncias de DNA do TCR disponiveis publicamente. Em algumas
modalidades, o TCR é obtido a partir de uma fonte biolégica, como células de uma célula
T (por exemplo, célula T citotoxica), hibridomas de células T ou outras fontes
publicamente disponiveis. Em algumas modalidades, as células T podem ser obtidas a
partir de células isoladas in vivo. Em algumas modalidades, um clone de células T de alta
afinidade pode ser isolado de um paciente, e o TCR ¢é isolado. Em algumas modalidades,
as células T podem ser um hibridoma ou clone de célula T cultivado. Em algumas
modalidades, o clone TCR para um antigeno-alvo foi gerado em camundongos
transgénicos manipulados com genes do sistema imunolégico humano (por exemplo, o
sistema de antigeno leucocitario humano, ou HLA). Em algumas modalidades, a exibicdo
de fagos € usada para isolar TCRs contra um antigeno-alvo. Em algumas modalidades, o
TCR ou sua porcao de ligacao ao antigeno pode ser gerado sinteticamente a partir do
conhecimento da sequéncia do TCR.

3.Células apresentadoras de antigenos

[0167]As APCs, que incluem macrofagos, linfécitos B e células dendriticas, séo
diferenciadas pela expressao de uma molécula de MHC especifica. As APCs internalizam
0 antigeno e reexpressam uma parte desse antigeno, juntamente com a molécula do
MHC em sua membrana celular externa. O MHC é um grande complexo genético com
multiplos loci. Os loci do MHC codificam duas classes principais de moléculas de
membrana do MHC, denominadas MHCs de classe | e Il. Os linfécitos T auxiliares
reconhecem geralmente antigenos associados com moléculas MHC de classe Il, e os
linfécitos T citotoxicos reconhecem antigenos associados as moléculas MHC de classe |.
Em humanos, o MHC é chamado de complexo HLA e, em camundongos, o complexo H-2.

[0168]Em alguns casos, as aAPCs sdo uteis na preparacdo de composicoes

terapéuticas e produtos de terapia celular das modalidades. Para obter orientagdes gerais
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sobre a preparacdao e uso de sistemas de apresentacdo de antigenos, consulte, por
exemplo, as patentes n® US 6.225.042, 6.355.479, 6.362.001 e 6.790.662.

[0169]0s sistemas aAPC podem compreender pelo menos uma molécula de
assisténcia exdégena. Qualquer nimero e combinagcdo adequados de moléculas auxiliares
podem ser empregados. A molécula auxiliar pode ser selecionada a partir de moléculas
auxiliares, tais como moléculas coestimuladoras e moléculas de adesdo. Moléculas
coestimuladoras exemplares incluem CD86, CD64 (FcyRI), ligando 41BB e IL-21. As
moléculas de adesdo podem incluir glicoproteinas de ligacdo a carboidratos, como
selectinas, glicoproteinas de ligacdo transmembranar, como integrinas, proteinas
dependentes de calcio, como caderinas, e proteinas da superfamilia de imunoglobulina
transmembrana de passagem unica (lg), como moléculas de adeséo intercelular (ICAMs),
que promovem, por exemplo, contato célula a célula ou célula a matriz. Moléculas de
adesdao exemplares incluem LFA-3 e ICAMs, como ICAM-1. Técnicas, métodos e
reagentes Uteis para selecao, clonagem, preparacao e expressao de moléculas auxiliares
exemplares, incluindo moléculas coestimuladoras e moléculas de adesdo, séo
exemplificadas em, por exemplo, as patentes n°s US 6.225.042, 6.355.479 e 6.362.001.

4.Antigenos

[0170]Entre os antigenos direcionados pelos receptores de antigeno
geneticamente modificados estdao aqueles expressos no contexto de uma doenga,
condigéo ou tipo de célula a ser direcionada por meio da terapia celular adotiva. Entre as
doencas e condigbes estdo doencas e distlrbios proliferativos, neoplasicos e malignos,
incluindo cancer e tumores, incluindo cancer hematolégico, cancer do sistema
imunolégico, como linfomas, leucemias e/ou mielomas, como B, T e leucemias mieloide,
linfomas e mielomas mdultiplos. Em algumas modalidades, o antigeno € seletivamente

expresso ou superexpressado nas células da doenga ou condicao, por exemplo, o tumor
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ou células patogénicas, em comparacdo com células ou tecidos normais ou nao
direcionados. Em outras modalidades, o antigeno é expresso em células normais e/ou €
expresso nas células manipuladas.

[0171]Qualquer antigeno adequado pode ser util no presente método. Antigenos
exemplificadores incluem, mas ndo estado limitados a, moléculas antigénicas de agentes
infecciosos, auto-antigenos, antigenos associados a tumores/cancer e neoantigenos de
tumores (Linnemann ef al., 2015).

[0172]0s antigenos associados ao tumor podem ser derivados de cancer de
prostata, mama, colorretal, pulmao, pancreatico, renal, mesotelioma, ovario ou melanoma.
Antigenos associados a tumores exemplares ou antigenos derivados de células tumorais
incluem MAGE 1, 3 e MAGE 4 (ou outros antigenos MAGE); PRAME; BAGE; RAGE, Lage
(também conhecido como NY-ESO-1); SABIO; e HAGE ou GAGE. Estes exemplos nio
limitativos de antigenos tumorais sdo expressos em uma ampla gama de tipos de
tumores, como melanoma, carcinoma de pulmao, sarcoma e carcinoma de bexiga. Ver,
por exemplo, Patente n® US 6.544.518. Os antigenos associados ao tumor de cancer de
prostata incluem, por exemplo, antigeno de membrana especifico da préstata (PSMA),
antigeno especifico da préstata (PSA), fosfatos de acido prostatico, NKX3.1 e antigeno
epitelial da préstata com seis transmembranas (STEAP).

[0173]Outros antigenos associados a tumores incluem Plu-1, HASH-1, HasH-2,
Cripto e Criptina. Além disso, um antigeno tumoral pode ser um hormdnio auto peptidico,
como o horménio liberador de hormbénio gonadotrofina de comprimento total (GnRH), um
peptideo curto de 10 aminoacidos, Util no tratamento de muitos canceres.

[0174]0s antigenos tumorais incluem antigenos tumorais derivados de canceres
que sao caracterizados pela expressdao de antigeno associado ao tumor, como a

expressdao de HER-2/neu. Os antigenos de interesse associados ao tumor incluem
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antigenos de tumor especificos para a linhagem, como os antigenos da linhagem
melanécito-melanoma MART-1/Melan-A, gp100, gp75, mda-7, tirosinase e proteina
relacionada a tirosinase. Antigenos ilustrativos associados a tumores incluem, mas néo
estao limitados a, antigenos tumorais derivados de ou compreendendo qualquer um ou
mais de, p53, Ras, c-Myc, serina/treonina quinases citoplasmaticas (por exemplo, A-Raf,
B-Raf e C-Raf, cinases dependentes de ciclina), MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-
A4, MAGE-A6, MAGE-A10, MAGE-A12, MART-1, BAGE, DAM-6, -10, GAGE-1, -2, -8,
GAGE-3, -4, -5, -6, -7B, NA88-A, MART-1, MC1R, Gp100, PSA, PSM, tirosinase, TRP-1,
TRP -2, ART-4, CAMEL, CEA, Cyp-B, hTERT, hTRT, iCE, MUC1, MUC2, Fosfoinositida
3-cinases (PI3Ks), receptores TRK, PRAME, P15, RU1, RU2, SART-1, SART- 3, antigeno
tumoral de Wilms (WT1), AFP, -catenina/m, Caspase-8/m, CEA, CDK-4/m, ELF2M, GnT-
V, G250, HSP70-2M, HST-2, KIAA0205, MUM -1, MUM-2, MUM-3, Miosina/m, RAGE,
SART-2, TRP-2/INT2, 707-AP, Anexo Il, CDC27/m, TPI/mbcr-abl, BCR-ABL, fator
regulatério de interferon 4 (IRF4), ETV6/AML, LDLR/FUT, PmI/RAR, transdutor de sinal de
calcio associado a tumor 1 (TACSTD1) TACSTDZ2, tirosina-quinases receptoras (por
exemplo, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (em particular, EGFRvIII),
receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), receptor de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR)), tirosina quinases citoplasmaticas (por
exemplo, familia src, familia syk-ZAP70), ligadas a integrinas quinase (ILK), transdutores
de sinal e ativadores da transcricdo STAT3, STATS e STATE, fatores induziveis a hipdxia
(por exemplo, HIF-1 e HIF-2), fator nuclear-Kappa B (NF-B), receptores Notch (por
exemplo, Notch1 -4), c-Met, alvos em mamiferos de rapamicina (mTOR), WNT, quinases
reguladas por sinal extracelular (ERKs) e suas subunidades reguladoras, PMSA, PR-3,
MDM2, mesotelina, carcinoma de células renais-5T4, SM22-alfa, anidrases carbdnicas |

(CAl) e IX (CAIX) (também conhecido como G250), STEAD, TEL/AML1, GD2, proteinase
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3, hTERT, pontos de interrupg¢édo de translocacdo do sarcoma, EphA2, ML-IAP, EpCAM,
ERG (gene de fusdo EPR TM2 ETS ), NA17, PAX3, ALK, receptor de androgénio, ciclina
B1, 4cido polissialico, MYCN, RhoC, GD3, fucosil GM1, mesoteliano, PSCA, sLe, PLACA1,
GM3, BORIS, Tn, GLoboH, NY-BR-1, RGsS, SART3, STn, PAX5, OY-TES1, proteina do
esperma 17, LCK, HMWMAA, AKAP-4, SSX2, XAGE 1, B7H3, legumaina, TIE2, Page4,
MAD-CT-1, FAP, MAD-CT-2, antigeno relacionado ao Fos 1, CBX2, CLDN6, SPANX,
TPTE, ACTL8, ANKRD30A, CDKN2A, MAD2L1, CTAG1B, SUNC1, LRRNT1 e idiotipo.

[0175]0s antigenos podem incluir regides epitopicas ou peptideos epitdpicos
derivados de genes mutados em células tumorais ou de genes transcritos em diferentes
niveis nas células tumorais em comparagdo com células normais, como enzima
telomerase, survivina, mesotelina, ras mutado, rearranjo bcr/abl, Her2/neu, p53 mutado ou
de tipo selvagem, citocromo P450 1B1 e sequéncias de intron expressas de maneira
anormal, como N-acetilglucosaminiltransferase-V; rearranjos clonais de genes de
imunoglobulina que geram idiotipos Unicos em mieloma e linfomas de células B; antigenos
tumorais que incluem regides epitdpicas ou peptideos epitdpicos derivados de processos
oncovirais, como as proteinas E6 e E7 do virus do papiloma humano; proteina LMP2 do
virus da barra de Epstein; proteinas oncofetais ndo mutadas com uma expressao seletiva
de tumor, como antigeno carcinoembrionario e alfa-fetoproteina.

[0176]Em outras modalidades, um antigeno € obtido ou derivado de um micro-
organismo patogénico ou de um micro-organismo patogénico oportunista (também
chamado aqui de microrganismo de doencga infecciosa), como virus, fungo, parasita e
bactéria. Em certas modalidades, os antigenos derivados de um micro-organismo incluem
proteinas completas.

[ll.Células efetoras imunoldgicas

A. Células precursoras hematopoiéticas
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[0177]As PSCs da presente revelagdo projetadas para expressar um receptor
antigénico, como um CAR, podem ser diferenciadas para HPCs por métodos conhecidos
na técnica. Em um método, os CAR-PSCs sado diferenciados para CD34* HPCs por
diferenciacdo direta. Em outro método, os CAR-PSCs sdo diferenciados para CD34*
HPCs por meio de programacéo direta.

1.Diferenciagéo Direcionada

[0178]Certas modalidades da presente revelacdo dizem respeito a diferenciagao
de CAR-PSCs para HPCs. Os CAR-PSCs podem ser diferenciados em HPCs por
métodos conhecidos na técnica, como descrito na Patente n® US 8.372.642, que é
incorporada por referéncia aqui. Em um método, combina¢des de BMP4, VEGF, ligante
FIt3, IL-3 e GM- CSF podem ser usadas para promover a diferenciacdo hematopoiética.
Em certas modalidades, a exposicdo sequencial de culturas celulares a um primeiro meio
para preparar PSCs para diferenciagéao, um segundo meio que inclui BMP4, VEGF e FGF,
seguido por cultura em um terceiro meio que inclui ligante FIt3, SCF, TPO, IL- 3 e IL-6
podem diferenciar células pluripotentes em HPCs e células hematopoiéticas. O segundo
meio definido também pode compreender heparina. Além disso, a inclusao de FGF-2 (50
ng/ml) nos meios contendo BMP4 e VEGF pode melhorar a eficiéncia da geracao de
células precursoras hematopoiéticas a partir de células pluripotentes. Além disso, a
inclusdo de um inibidor do glicogénio sintase-cinase 3 (GSK3) (por exemplo, CHIR99021,
BIO e SB-216763) no primeiro meio definido pode melhorar ainda mais a producao de
HPCs.

[0179]Geralmente, a diferenciacdo de células pluripotentes em células
precursoras hematopoiéticas pode ser realizada usando condi¢cdes definidas ou nao
definidas. Sera apreciado que as condigdes definidas sdao geralmente preferenciais em

modalidades em que as células resultantes se destinam a ser administrados a um
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individuo humano. Células estaminais ematopoiéticas H podem ser derivadas a partir de
células estaminais pluripotentes em condigdes definidas (por exemplo, utilizando um meio
TeSR), e células hematopoiéticas podem ser geradas a partir de corpos embrioides de
derivados a partir de células pluripotentes. Em outras modalidades, as células
pluripotentes podem ser cocultivadas em células OP9 ou células de fibroblastos
embrionarios de camundongo e subsequentemente diferenciadas.

[0180]As células pluripotentes podem formar corpos embrionarios ou agregados
como parte do processo de diferenciacdo. A formagao de "corpos embrionarios" (EBs), ou
aglomerados de células em crescimento, a fim de induzir diferenciagdo geralmente
envolve agregacao in vitro de células-tronco pluripotentes humanas em EBs e permite a
diferenciacdo espontanea e aleatéria de células-tronco pluripotentes humanas em
multiplos tecidos tipos que representam origens endoderma, ectoderma e mesoderme.
EBs tridimensionais podem assim ser usados para produzir alguma fracdo de células
hematopoiéticas e células endoteliais.

[0181]EBs podem ser formados usando o seguinte protocolo. Os iPSCs
indiferenciados adaptados ao crescimento livre do alimentador em placas revestidas com
MATRIGEL TM podem ser colhidos em confluéncia usando tratamento com EDTA 0,5M
por cerca de 8 a 10 minutos em temperatura ambiente. O EDTA é aspirado apés a
incubacédo e os EBs podem ser formados coletando as células em meios SFD contendo
inibidor de rocha ou blebistatina. O meio pode ser alterado no dia seguinte para meio de
diferenciacdo EB1 contendo diferentes formulagbes de citocinas. As células séo
plaqueadas a uma densidade de 0,25 a 0,5 milhées de células por ml para promover a
formacéao de agregados.

[0182]Para promover a formacao de agregados, as células podem ser transferidas

para placas de baixa ades&do para uma incubacdo durante a noite em meio de
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diferenciacao livre de soro (SFD), consistindo em 75% de IMDM (Gibco), 25% de F12
modificado de Ham (Cellgro) suplementado com 0,05% de Ham N2 e B-27 sem
suplementos de AR, 1-glutamina 200 mM, sal de magnésio de acido ascorbico-2-fosfato
0,05 mg/ml (Asc 2-P) (WA20) e 4,5 x 10 -4 MTG. No dia seguinte, as células podem ser
coletadas de cada poco e centrifugadas. As células podem ser ressuspensas em " meio
de diferenciacédo EB ", que consiste em meio basal de SFD suplementado com cerca de
50 ng/ml de fator morfogenético 6sseo (BMP4), cerca de 50 ng/ml de fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e 50 ng/ml zb de FGF durante os primeiros quatro dias de
diferenciacdo. As células sao alimentadas pela metade a cada 48 horas. No quinto dia de
diferenciacdo, o meio € substituido por um segundo meio, composto por meio SFD
suplementado com 50 ng/ml de fator de célula-tronco (SCF), cerca de 50 ng/ml de ligante
Flit-3 (FIt-3L), 50 ng/ml interleucina-6 (IL-6), 50 ng/ml de interleucina-3 (IL-3), 50 ng/ml de
trombopoieitina (TPO). As células sdo alimentadas pela metade a cada 48 horas com
novos meios de diferenciacdo. As mudancas de midia sdo realizadas girando as culturas
de diferenciacao a 300 g por 5 minutos e aspirando metade do volume das culturas
diferenciadoras e reabastecendo-as com novos meios. Em certas modalidades, o meio de
diferenciacdao EB pode incluir cerca de BMP4 (por exemplo, cerca de 50 ng/ml), VEGF
(por exemplo, cerca de 50 ng/ml) e, opcionalmente, FGF-2 (por exemplo, cerca de 25-75
ng/ml ou cerca de 50 ng/ml). O sobrenadante pode ser aspirado e substituido por meio de
diferenciacao fresco. Como alternativa, as células podem ser alimentadas pela metade a
cada dois dias com midia nova. As células podem ser colhidas em diferentes momentos
no processo de diferenciagao.

[0183]As HPCs podem ser cultivadas a partir de células-tronco pluripotentes
usando um meio definido. Os métodos para a diferenciacdo de células pluripotentes em

células- tronco CD34* hematopoiéticas usando um meio definido sdo descritos, por
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exemplo, no Pedido US 12/715.136, que € incorporado por referéncia na sua totalidade.
Prevé-se que esses métodos possam ser utilizados com a presente revelacéo.

[0184]Por exemplo, um meio definido pode ser usado para induzir diferenciacao
hematopoiética de CD34*. O meio definido pode conter os fatores de crescimento BMP 4,
VEGF, ligante FIt3, IL-3 e/ou GMCSF. As células pluripotentes podem ser cultivadas em
um primeiro meio definido compreendendo BMP4, VEGF e, opcionalmente, FGF-2,
seguido por cultura em um segundo meio compreendendo (ligante FIt3, IL-3 e GMCSF) ou
(ligante FIt3, IL-3, IL-6 e TPO). O primeiro e o segundo meios também podem
compreender um ou mais dentre SCF, IL-6, G-CSF, EPO, FGF-2 e/ou TPO. Condi¢oes
substancialmente hipdxicas (por exemplo, menos de 20% de O2) podem promover ainda
mais a diferenciacao hematopoiética ou endotelial.

[0185]As células podem ser substancialmente individualizadas por meios
mecanicos ou enzimaticos (por exemplo, usando uma tripsina ou TrypLE TM). Um inibidor
de ROCK (por exemplo, H1152 ou Y-27632) também pode ser incluido no meio. Prevé-se
que essas abordagens possam ser automatizadas usando, por exemplo, automacao
robdtica.

[0186]Em certas modalidades, condicoes substancialmente hipdxicas podem ser
usadas para promover a diferenciacdo de células pluripotentes em células progenitoras
hematopoiéticas. Como seria reconhecido por um versado na técnica, um teor de oxigénio
atmosférico inferior a cerca de 20,8% seria considerado hipdxico. As células humanas em
cultura podem crescer em condi¢gbes atmosféricas com contetudo de oxigénio reduzido em
comparacao ao ar ambiente. Esta hipoxia relativa pode ser conseguida pela diminuigao do
oxigénio atmosférico exposta ao meio de cultura. As células embriondrias geralmente se
desenvolvem in vivo sob condigdes reduzidas de oxigénio, geralmente entre cerca de 1%

e cerca de 6% de oxigénio atmosférico, com didéxido de carbono nos niveis ambientais.
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Sem desejar ser limitado pela teoria, prevé-se que condicdes hipdxicas possam imitar um
aspecto de certas condicdes embrionarias de desenvolvimento. Como mostrado nos
exemplos abaixo, condi¢ges hipdxicas podem ser usadas em certas modalidades para
promover diferenciacdo adicional de células pluripotentes, como iPSC ou hESC, em um
tipo de célula mais diferenciado, como HPCs.

[0187]As condigbes hipdxicas a seguir podem ser utilizadas para promover a
diferenciacdo de células pluripotentes em células progenitoras hematopoiéticas. Em
certas modalidades, um conteldo de oxigénio atmosférico inferior a cerca de 20%, inferior
a cerca de 19%, inferior a cerca de 18%, inferior a cerca de 17%, inferior a cerca de 16%,
inferior a cerca de 15%, inferior a cerca de 14%, menos de cerca de 13%, menos de cerca
de 12%, menos de cerca de 11%, menos de cerca de 10%, menos de cerca de 9%,
menos de cerca de 8%, menos de cerca de 7%, menos de cerca de 6%, menos que cerca
de 5%, cerca de 5%, cerca de 4%, cerca de 3%, cerca de 2% ou cerca de 1% podem ser
utilizados para promover a diferenciacdo em células precursoras hematopoiéticas. Em
certas modalidades, a atmosfera hipdxica compreende cerca de 5% de gés oxigénio.

[0188]Independentemente do meio especifico utilizado em qualquer expansao
celular progenitora hematopoiética, 0 meio utilizado é de preferéncia suplementado com
pelo menos uma citocina em uma concentragéo de cerca de 0,1 ng/ml a cerca de 500 ng
ml, mais usualmente 10 ng/ml a 100 ng/ml. Citocinas adequadas, incluem, entre outras,
ligante c-kit (KL) (também chamado fator de aco (Stl), fator de crescimento de mastocitos
(MGF) e fator de células-tronco (SCF)), IL-6, G-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-1a, IL-11 MIP-1a,
LIF, ligando c-mpl/TPO e ligando flk2/flk3 (FIt2L ou FIt3L). Particularmente, a cultura
incluira pelo menos um dos SCF, FIt3L e TPO. Mais particularmente, a cultura incluird

SCF, FIt3L e TPO.
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[0189]Em uma modalidade, as citocinas estdo contidas na midia e reabastecidas
por perfusdo do meio. Alternativamente, ao usar um sistema de biorreator, as citocinas
podem ser adicionadas separadamente, sem perfusdo do meio, como uma solugao
concentrada através de portas de entrada separadas. Quando citocinas sao adicionadas
sem perfusao, elas geralmente sao adicionadas como uma solugdo de 10 x a 100 x em
uma quantidade igual a um décimo a 1/100 do volume nos biorreatores com citocinas
frescas sendo adicionadas aproximadamente a cada 2 a 4 dias. Além disso, citocinas
frescas concentradas também podem ser adicionadas separadamente, além disso, a
citocinas nos meios perfundidos.

[0190]Em algumas modalidades, as HPCs exibem Proteina de Ligacdo a Metil-
CpG 2 (MeCP2) interrompida e sdo cultivadas sob condigdes para promover a
diferenciacdo mieloide ou diferenciagdo linfoide. Em alguns aspectos, as HPCs
expressam um MeCP2 nao funcional que nao tem essencialmente nenhuma ligacao ao
DNA metilado. Em certos aspectos, os HPCs ndo expressam MeCP2 em niveis
suficientes para afetar a atividade de ligagdo ao DNA de MeCP2. Em aspectos
particulares, o MeCP2 ndo € funcional em virtude de um truncamento ou mutagdo no
gene MeCP2. Em alguns aspectos, a obtengao de HPCs que exibem MeCP2 interrompido
compreende o contato das HPCs com siRNA, shRNA ou um inibidor de molécula pequena
de MeCP2.

(i) Método exemplificativo de diferenciagdao 3D

[0191]Um método exemplar para diferenciacdo de PSC para HPCs € mantido em
condi¢gbes livres de alimentador, como em placas revestidas com MATRIGEL™- ou
Vitronectina em meio Essential 8 (E8). Os agregados sédo feitos de PSCs, particularmente
subconfluentes, como <80% de confluéncia) a uma densidade de 0,5 a 1 milhdo de

células por ml no meio Essential 3 (E3) (por exemplo, contendo apenas 3 de 8
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componentes do meio E8: Meio basico DMEM/F12, acido ascérbico (por exemplo, 100 a
500 uM), 2-fosfato de magnésio e selenito de sédio) suplementado com 50 ng/ml de
FGF2, 50 ng/ml de VEGF, 2 uM CHIR99021 (inibidor da GSK-3) e blebistatina (inibidor da
miosina Il) (por exemplo, 2 a 10 uM, como 10 uM)). A formacgdo agregada, e as etapas
subsequentes, sdo realizadas durante a cultura de 24 horas em frascos de fixagéo
ultrabaixa (ULA) sob agitacdo continua.

[0192]0s agregados de células formadas (isto €, EBS) sdo depois transferidos
para meio de diferenciagdo sem soro (por exemplo, 50% de IMDM, 50% de meio F12 de
Ham, 100 ug/ml de 4&lcool polivinilico, 100 ug/ml de albumina de soro humano
recombinante, 1x suplemento de aminodacido ndao essencial (Invitrogen), 0,1x suplemento
lipidico quimicamente definido (Invitrogen), 125 uM de acido ascorbico 2-fosfato de
magnésio, 0,25 uM de acido linoleico, suplementos de oligoelementos A (0,3x), B (0,2x) e
C (0,1x) (Corning), cloreto de s6dio 5 mM, 100 uM de monotioglicerol, 20 uM de
etanolamina, 100 ng de heparina/ml, e 10 ng/ml IGF-1), suplementado com citocinas
indutoras de mesoderme hematopoiéticas - 25 ng/ml BMP4, VEGF a 50 mg/ml e FGF2 a
50 ng/ml. As culturas sédo continuadas, por 4 dias, com mudanca média completa no
segundo dia.

[0193]Para apoiar a diferenciacdo e expansao dos progenitores hematopoiéticos
CD34*, os agregados celulares sdo posteriormente transferidos para o meio de
diferenciacdo sem soro (como acima) suplementado com citocinas de suporte
hematopoiéticas, como 50 ng/ml de SCF, 20 mg/ml de TPO, 10 ng/ml FLT3L, 20 ng/ml de
IL-3 e 25 ng/ml de BMP4. As culturas sdo continuadas, por 4 dias, com mudan¢a média
completa no segundo dia.

[0194]As culturas sdo colhidas ap6s o processo de diferenciacdo, como 9 dias. A

suspensdao de célula Unica € obtida através da digestdo de agregados celulares
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diferenciados, como no Accutase. Células CD34* isoladas, tais como isoladas por MACS,
sdo entdo plaqueadas em culturas de diferenciacdo T/NK ou criopreservadas para uso
posterior dentro de 1 hora ap6s o isolamento.

(i) Método exemplificativo de diferenciagéo 2D

[0195]Em um método exemplificador alternativo, as PSCs s&o submetidas a um
protocolo de diferenciacdo 2D para producdo de HPCs. Primeiro, as PSCs séo
aclimatadas a condi¢cbes hipdxicas, como para 5 a 10 passagens, em condigcbes sem
alimentador, como em MATRIGEL™- ou revestido com vitronectina em midia Essential 8
(E8). As PSCs sao individualizadas e plaqueadas em placas de 6 pogos revestidas com
PureCoat Amine (Corning Inc.) a uma densidade de 25.000/cm? na presenga de meio de
definicdo livre de soro (SFD) suplementado com 5 uM de blebistatina (por exemplo, 2 a 10
UM, como 10 uM) .O meio basal SFD pode conter 75% de IMDM (Invitrogen 12200-069)
(com glutamina e 25 mM de HEPES + P/S), 25% de presunto F12 (Mediatech 10-080-
CV), 0,5% de suplemento de N2 (Invitrogen 17502- 048), suplemento B27 a 1% sem
acido retinoico (Invitrogen 12587-010), BSA a 0,05%, acido ascoérbico 50 pg/ml e
monotioglicol 4,5 x 10-4 M suplementado com 50 ng/ml de BMP-4, VEGF e bFGF.

[0196]A indugdo da diferenciacdo hematopoiética € iniciada no dia 1 por cultura,
por exemplo, em meio basal SFD contendo 75% de IMDM (Invitrogen 12200-069) (com
glutamina ¢ 25 mM de HEPES + P/S), 25% de Hams F12 (Mediatech 10- 080-CV),
suplemento N2 a 0,5% (Invitrogen 17502-048), suplemento B27 a 1% sem &acido retinoico
(Invitrogen 12587-010), BSA a 0,05%, acido ascérbico 50 ug/ml e monotioglicol 4,5 x 10-4
M suplementado com 50 ng/ml de BMP4, VEGF e bFGF. No dia 2, o meio ¢ aspirado e as
células sao colocadas em meio EB1 fresco (por exemplo, meio basal SFD contendo 75%
de IMDM (Invitrogen 12200-069) (com glutamina e 25 mM de HEPES + P/S), 25% de
Hams F12 (Mediatech 10-080-CV), suplemento N2 a 0,5% (Invitrogen 17502-048),
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suplemento B27 a 1% sem acido retinoico (Invitrogen 12587-010), BSA a 0,05%, acido
ascorbico a 50 ug/ml e 4,5 x 10 Monotioglicol -4 M suplementado com 50 ng/ml de BMP4,
VEGF e bFGF) por mais 48 horas.

[0197]Nos dias 5 a 10, o meio é aspirado e as células sdo colocadas na midia
EB2 pelas préximas 48 horas. O meio EB2 pode compreender meio basal fresco de SFD
contendo 75% de IMDM (Invitrogen 12200-069) (com glutamina e 25 mM de HEPES +
P/S), 25% de Hams F12 (Mediatech 10-080-CV), 0,5% de suplemento de N2 (Invitrogen
17502-048), suplemento B27 a 1% sem 4&cido retinoico (Invitrogen 12587-010), BSA a
0,05%, acido ascorbico 50 ug/ml e monotioglicol 4,5 x 10-4 M suplementado com 50
ng/ml de Flt-3 Ligante, IL3, IL6, SCF e TPO, cada um a 50 ng/ml e 5000U/ml de
heparina. As células sdo colhidas no dia 7, 8, 9, 10 de diferenciacdo usando TrypLE e
coradas para a presenca de marcadores de HPC e progenitores linfoides.

2.Programacéo Direta

[0198]Certas modalidades da presente revelacdo fornecem HPCs pela
programacao direta dos CAR-PSCs através da expressdo de uma combinacdo de genes
de programacao importantes para diferenciacdo/funcao de células hematopoiéticas. Em
um método, as PSCs sdo modificadas para expressar pelo menos trés genes de
programacao de precursores hematopoiéticos, como um gene ETS (por exemplo, ETC2
ou ERG), um gene de desenvolvimento hematopoiético (por exemplo, GATA2) e um gene
de homoebox (por exemplo, HOXA9), como descrito em PCT/US2016/057893,
incorporado aqui por referéncia na sua totalidade. Em aspectos particulares, os genes
ETV2/ERG, GATA2 e HOXA9 sao coexpressos por um vetor, como um vetor PiggyBac
nao induzivel, usando um promotor Tight bidirecional que é transfectado para os PS-CAR.

[0199]Além disso, os EGH-CAR-PSCs podem ser modificados ainda mais para

expressar genes adicionais para potencial de enxerto a longo prazo. Genes
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exemplificadores incluem HMGA2, MYCN, NR4A2, SOX17, TFEC, MEIS1, HOXA4,
ZNF414, KLF4, ZNF131, BCL2, ETV6, ZNF350 e/ou RBAK. Por exemplo, as PSCs
podem ser transfectadas com um ou mais vetores para expressar HMGA2, MYCN,
NR4A2, SOX17, TFEC, MEIS1 e HOXA4.

[0200]De preferéncia, os genes ETV2/GAT2/HOXA9 sdo expressos por apenas
um periodo de tempo suficiente para encaminhar as PSCs para as células precursoras
hematopoiéticas. Por conseguinte, 0s genes de programagdo dos precursores
hematopoiéticos podem estar sob o controle de um promotor indutivel. Assim, a
expressdao dos genes de programacdo dos precursores hematopoiéticos pode ser
induzida nas PSCs por um periodo de tempo suficiente para encaminhar o programa para
as células precursoras hematopoiéticas de multiplas linhagens. O periodo de tempo pode
ser de 1 a 20 dias, como 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 dias. Alternativamente, os genes de
programacao dos precursores hematopoiéticos podem ser introduzidos nas PSCs por um
vetor epissomal. Assim, 0s genes de programacdao dos precursores hematopoiéticos
podem ser expressos com paciéncia nas PSCs.

B.Diferenciacéo de Células Linfoides

[0201]As HPCs podem entdo ser diferenciadas ainda mais para células da
linhagem linfoide, incluindo células T, células NK e células T/NK. Em alguns aspectos, as
HPCs durante a diferenciagdo sdo isoladas nos dias 7-12, como nos dias 8-11, para
diferenciacdo das células linfoides. As HPCs nesta fase podem ser identificadas pela
expressdao de CD34 e CD43. Além disso, as HPCs com potencial linfoide podem
expressar CD144, DLL4, CD7 e CD235 em niveis baixos, que diminuem no dia 11,
implicando que um certo nivel limite de expressao desses marcadores € necessario para

preparar as células para a diferenciacao linfoide na presenca de DLL4.
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[0202]Em alguns aspectos, as HPCs isoladas nos dias 7-11, como dia 7, dia 8, dia
9, dia 10 ou dia 11 do processo de diferenciacao, podem ser diferenciadas em células
linfoides, como células T e NK. Em alguns aspectos, o momento da origem dos
progenitores linfoides coincide com o declinio dos progenitores hematoendoteliais e o
surgimento de progenitores eritroides durante a diferenciacdo da HPC. Em aspectos
particulares, as HPCs do dia 9 podem ter uma eficiéncia aumentada na geragdo de
células T. HPCs capazes de diferenciacao linfoide podem ser isoladas e/ou identificadas
pela expressao de certos marcadores. Por exemplo, células com expressao superficial de
CD34 e/ou CD43, expressando particularmente CD34 e CD43, podem ser selecionadas
para diferenciacao linfoide, como por classificagcdo MACS.

[0203]Marcadores adicionais para a deteccado de células progenitoras linfoides
incluem DLL4, CD144, CD31, CD34, CD43"°, CD45°-, CD235, CD7, Flk-1, APNLR. Em
aspectos particulares, a presenca de CD34/CD7, CD235/CD7, DLL4/CD34, DLL4/CD31,
DLL4/CD144, ou populagdes positivas duplas CD34/CD43"° é usada para identificar
células progenitoras linfoides. A expressdo CD144 nas HPCs cora com CD31, CD34 e
DLL4. A expressdo de CD7 nas HPCs colora com CD235, CD34 e CD43. Assim, as HPCs
que coexpressam CD144 e CD7 demonstra precursores de captura de potencial linfoide
que expressam ligante Notch ligado a membrana (DLL4) junto com marcadores
hematoendoteliais e criam a assinatura fenotipica para progenitores linfoides emergentes
capazes de gerar linhagens de hematopoiese definitiva in vitro. Em aspectos particulares,
as HPCs podem ser ainda classificadas em células com potencial linfoide aprimorado pela
classificacdo dos marcadores de superficie, incluindo CD31, CD34, CD144, CD43, CD45,
CDe6, CD335, Flk-1 e DLL4. Em alguns aspectos, as fragoes positivas de CD114/CD34,
CD144/CD45, CD144/CD7 e CD144/CD34/CD45/CD7 de HPCs sao diferenciadas para
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células linfoides. Em aspectos particulares, as fragdes CD144/CD7 positivas de HPCs séo
diferenciadas para células linfoides.

[0204]As HPCs podem ser cultivadas em condigbes definidas, livres de
alimentador, para diferenciagdo linfoide. Um meio de cultura pode conter um ou mais
componentes da matriz, como retronectina, fibronectina ou um peptideo RGD. Sem
desejar estar vinculado a nenhuma teoria, um componente da matriz pode fornecer um
suporte séOlido para o crescimento de células-tronco embrionarias. Em certas
modalidades, um componente da matriz pode ser aplicado a uma superficie de cultura e
contatado com o meio de cultura antes da semeadura das células no meio. Por exemplo,
as células podem ser cultivadas em um meio definido (por exemplo, um meio TeSR) em
placas revestidas com fibronectina ou MATRIGEL™ antes de separar mecanicamente as
células em aglomerados ou individualizar células e induzir diferenciacdo em células
precursoras hematopoiéticas.

[0205]Varios componentes da matriz podem ser usados para cultivar células
pluripotentes, incluindo colageno (por exemplo, colageno V), laminina, vitronectina,
MATRIGEL™, gelatina, polilisina, trombospondina (por exemplo, TSP-1, -2, -3, -4 e/ou -5)
e/ou PRONECTIN-F™. Em certas modalidades, o uso de apenas MATRIGEL™, colageno
IV ou laminina com células previamente cultivadas com TeSR pode ser evitado devido a
possiveis efeitos adversos na viabilidade celular; no entanto, essas composi¢des podem
ser vantajosamente usadas em combinagdo com outros componentes da matriz.
Combinacdes desses componentes da matriz podem fornecer beneficios adicionais para
promover o crescimento e a viabilidade celular. Em certas modalidades, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou
mais dos componentes da matriz acima podem ser usados para cultivar células, por

exemplo, antes da diferenciacdo hematopoiética.
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[0206]Em algumas modalidades, o acido ascérbico pode ser usado para melhorar
a diferenciacao linfoide. O meio definido pode ser suplementado com cerca de 10 uM a
cerca de 1 mM de &cido ascérbico, como 100 a 500 uM, como cerca de 50 uM a cerca de
100 uM, como cerca de 95 uM. O acido ascorbico pode ser selecionado dentre varios
ascorbatos, como fosfato de magnésio e acido ascoérbico. Em algumas modalidades, a
nicotinamida (por exemplo, acido nicotinico) pode ser usada para aprimorar a
diferenciacao linfoide, como em uma concentrac¢ao de cerca de 0,1 mM a cerca de 5 mM.

[0207]Em alguns aspectos, as HPCs sdo diferenciadas para células linfoides,
como células T, alterando a atividade enddégena de um ligante Notch, administrando uma
substancia que aumenta a produc¢ao do ligante Notch em um individuo. O método também
inclui cultivar as células em um meio, em que o meio inclui uma quantidade eficaz de um
ligante Notch e uma ou mais citocinas selecionadas do grupo que consiste em IL-7, IL-15,
SCF, Flt-3 e IL-3. Em algumas modalidades particulares, o meio pode incluir ainda IL-
6. Em algumas modalidades, o ligante Notch € um ligante Notch delta4 (DLL4), como a
quimera DLL4: Fc.

[0208]Um ligante Notch é selecionado que promove e mantém a diferenciacdo e
proliferacdo de células da linhagem de células T. Um ligante Notch pode ser de origem
humana ou pode ser derivado de outras espécies, incluindo espécies de mamiferos, como
roedores, caes, gatos, porcos, ovelhas, vacas, cabras e primatas. Exemplos particulares
de ligantes Notch incluem a familia Delta. A familia Delta inclui Delta-1 (nUmero de acesso
Genbank AF003522, Homo sapiens), Delta-3 (niumero de acesso Genbank AF084576,
Rattus norvegicus), tipo Delta 1 (numero de acesso Genbank NM - 005618 e NP -
005609, Homo sapiens; n® de acesso Genbank X80903, 148324, M. musculus), tipo Delta
3 (nimero de acesso Genbank NM - 053666, N - 446118, Rattus norvegicus), Delta-4

(nimero de acesso Genbank AF273454, BAB18580, Mus musculus; nUmero de acesso
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Genbank AF279305, AAF81912, Homo sapiens) e tipo Delta 4 (nimero de acesso
Genbank Q9NR61, AAF76427, AF253468, NM - 019074, Homo sapiens; numero de
acesso Genbank NM - 019454, mus musculus). Os ligantes Notch estdo disponiveis
comercialmente ou podem ser produzidos por técnicas de DNA recombinante e
purificados em varios graus.

[0209]0 método inclui ainda a etapa de manutencao das células HPC na cultura
descrita acima por um periodo de tempo suficiente para produzir células NK
diferenciadas. Em algumas modalidades, as células NK diferenciadas emergem nas
culturas junto com as células T, no entanto, as células NK podem parar de proliferar apds
a semana 6. Em geral, a determinacao de um aumento no numero de células NK e/ou seu
estado de diferenciagdo é avaliada usando métodos convencionais conhecidos pelos
versados na técnica. Por exemplo, as células cultivadas podem ser monitoradas por
citometria de fluxo para o desenvolvimento de células NK pela coloracao das células com
anticorpos anti-CD56 e anti-CD3. O anticorpo anti-CD3, como OKT3, pode estar presente
em uma concentracdo de 0,5 a 2 ug. Células que sdo CD56%/CD3" seriam indicativas de
células NK diferenciadas.

[0210]Em aspectos particulares, a diferenciagéo linfoide para células T CD3* ou
células CD56* CD3" NK é realizada por cultura hipoxica 2D em placas revestidas com
retronectina e DLL4. Em aspectos particulares, uma placa tratada com cultura de nao
tecido pode ser revestida com proteina quimérica DLL4: Fc e retronectina (fragmento de
fibronectina CH-296; Takara Shuzo, Japao) para uso na diferenciacao linfoide de HPCs. A
diferenciacdo pode compreender um primeiro periodo de diferenciacdo de células T/NK
seguido por um segundo periodo de expanséo de células T ou NK. O primeiro periodo de
diferenciacao pode ser de cerca de 1 semana a cerca de 2 semanas, € 0 segundo periodo

de expansao também pode ser de cerca de 1 semana a cerca de 2 semanas. Assim, 0
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periodo completo de diferenciacdo e expansao linfoide pode ser de cerca de 2 a 4
semanas.

[0211]Em algumas modalidades, o processo de diferenciagdo linfoide pode
compreender cocultura com células-alvo antigeno-especificas, como células tumorais
antigeno-especificas, para aumentar a atividade citotoxica das células T e das células NK.
Em aspectos particulares, o periodo de expansdo da diferenciacdo linfoide pode
compreender cocultura com células-alvo antigeno-especificas. Por exemplo, células
CD19-CAR-T ou células NK podem ser cocultivadas com células tumorais CD19+ (por
exemplo, células CD19+ Daudi) durante o periodo de expansdao, como por uma a trés
semanas, particularmente duas semanas. Em alguns aspectos, o periodo de expansio
pode ainda compreender a adicdo de citocinas, como IL2, IL15 e/ou IL21, particularmente
IL2, para melhorar a expansao. A concentracdo das citocinas pode ser otimizada, como
10 a 50 pM.

C.Cultura de células

[0212]Em certas modalidades, condicoes substancialmente hipdxicas podem ser
usadas para promover a diferenciacdo de HPCs para linhagens mieloides ou linfoides .Em
certas modalidades, um conteldo de oxigénio atmosférico inferior a cerca de 20%, inferior
a cerca de 19%, inferior a cerca de 18%, inferior a cerca de 17%, inferior a cerca de 16%,
inferior a cerca de 15%, inferior a cerca de 14%, menos de cerca de 13%, menos de cerca
de 12%, menos de cerca de 11%, menos de cerca de 10%, menos de cerca de 9%,
menos de cerca de 8%, menos de cerca de 7%, menos de cerca de 6%, menos que cerca
de 5%, cerca de 5%, cerca de 4%, cerca de 3%, cerca de 2% ou cerca de 1% podem ser
utilizados para promover a diferenciacdo em células precursoras hematopoiéticas. Em

certas modalidades, a atmosfera hipdxica compreende cerca de 5% de gés oxigénio.
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[0213]Como aqui descrito, um ou mais meios de cultura definidos podem ser
vantajosamente utilizados para promover a diferenciacdo de HPCs para linhagens
mieloides e linfoides; em patrticular, a eliminagdo de produtos animais, como camadas de
soro e camundongo, pode reduzir os riscos associados a exposicao de células a produtos
de origem animal e permitir a geracdo de células que poderiam ser administradas com
mais seguranca a um individuo humano. Como o desenvolvimento tradicional da cultura
de células-tronco se baseou em produtos séricos e camadas de alimentadores de
camundongos para diferenciar células-tronco em vdrios tipos de células, esses
procedimentos tradicionais limitaram a escala na qual a diferenciacéao pode ser conduzida,
maior variabilidade bioldgica e potencial contaminacéo e dificultaram seriamente o uso de
células ES em terapias de traducéo nas quais elas poderiam ser Uteis.

[0214]Geralmente, as células da presente revelacdo séo cultivadas em um meio
de cultura, que é uma solugdo tamponada rica em nutrientes capazes de sustentar o
crescimento celular. Os meios de cultura adequados para isolar, expandir e diferenciar
células-tronco pluripotentes em células precursoras hematopoiéticas e células
hematopoiéticas de acordo com o método aqui descrito incluem, mas nao se limitam ao
meio de Eagle modificado por Dulbecco com alta glicose (DMEM), DMEM/F-15, RPMI
1640, meio Iscove Dubelcco modificado (IMDM) e Opti-MEM SFM (Invitrogen Inc.). O
meio definido quimicamente compreende um meio essencial minimo, como o meio de
Dulbecco modificado da Iscove (IMDM) (Gibco), suplementado com albumina sérica
humana, lipoproteina ExCyte humana, transferrina, insulina, vitaminas, aminoacidos
essenciais e nao essenciais, piruvato de soédio, glutamina € um mitogénio também é
adequado. Como usado aqui, um mitogénio se refere a um agente que estimula a divisdo
de uma célula. Um agente pode ser um produto quimico, geralmente alguma forma de

proteina que incentiva uma célula a iniciar a divisdo celular, desencadeando mitose. Em
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uma modalidade, meios livres de soro, como os descritos em numero de série US
08/464.599 e WO 96/39487, e um “meio completo”, conforme descrito na Patente
5.486.359 sdo contemplados para uso com os métodos aqui descritos. Em algumas
modalidades, o meio de cultura é suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), soro
autélogo humano, soro AB humano ou plasma rico em plaquetas suplementado com
heparina (2 U/ml).

[0215]As células imunoldgicas podem ser geradas pela cultura de células-tronco
pluripotentes ou células precursoras hematopoiéticas em um meio sob condi¢gdes que
aumentam o nivel intracelular de fatores suficientes para promover a diferenciacao das
células em linhagens mieloides ou linfoides. O meio também pode conter um ou mais
agentes de diferenciacdo e maturagdo de células hematopoiéticas, como varios tipos de
fatores de crescimento. Esses agentes podem ajudar a induzir as células a se
comprometerem com um fendtipo mais maduro - ou preferencialmente promover a
sobrevivéncia das células maduras - ou ter uma combinacdo de ambos os efeitos. Os
agentes de diferenciacdo e maturacdo de D podem incluir fatores de crescimento sollveis
(horménios peptidicos, citocinas, complexos ligando-receptor e outros compostos) que
sdo capazes de promover o crescimento de células da linhagem celular hematopoiética.
Exemplos n&o limitativos de tais agentes incluem, entre outros, fatores de crescimento
hematopoiético ou endotelial, como fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de células-tronco (SCF), trombopoietina
(TPO), ligante FLT-3 (FLT3L), interleucina-3 (IL-3), interleucina-6 (IL-6), interleucina-9 (IL-
9) ou fator estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF) ou isoformas ou variantes dos
mesmos.

IV.Usos de células imunolégicas antigeno-especificas
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[0216]As células efetoras imunoldgicas antigeno-especificas fornecidas por
métodos e composi¢cdes de certos aspectos podem ser usadas em uma variedade de
aplicagoes. Estes incluem, mas n&o estdo limitados a, transplante ou implantacdo das
células in vivo; rastreio de compostos citotdxicos, agentes cancerigenos, fatores
reguladores/crescimento de mutagénicos, compostos farmacéuticos, etc., in vitro; elucidar
o0 mecanismo de doencas e lesdes hematolbgicas; estudar o mecanismo pelo qual drogas
e/ou fatores de crescimento operam; diagnosticar € monitorar cancer em um paciente;
terapia de genes; e a producdo de produtos biologicamente ativos, para citar apenas
alguns.

A. Triagem de compostos de teste

[0217]As células imunolégicas desta revelagcdo podem ser usadas para rastrear
fatores (como solventes, farmacos de pequenas moléculas, peptideos e polinucleotideos)
ou condigdes ambientais (como condicdes de cultura ou manipulagdo) que afetam as
caracteristicas das células linfoides aqui fornecidas.

[0218]AplicacOes de triagem particulares desta revelacao se referem ao teste de
compostos farmacéuticos na pesquisa de farmacos. O leitor se refere geralmente ao livro
didatico /n vitro Methods in Pharmaceutical Research, Academic Press, 1997 e Patente n®
US 5.030.015. Em certos aspectos, as células mieloides e linfoides desempenham o
papel de células de teste para triagem de farmacos e ensaios de toxicidade, como ja
havia sido realizado anteriormente em células hematopoiéticas e precursores em cultura
de curto prazo. A avaliacdo da atividade de compostos farmacéuticos candidatos
geralmente envolve a combinacdo de células hematopoiéticas ou precursores fornecidos
em certos aspectos com o composto candidato, determinando qualquer alteracao na
morfologia, fen6tipo de marcador ou atividade metabdlica das células que é atribuivel ao

composto (em comparagcdo com células ndo tratadas ou células tratadas com um
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composto inerte) e, em seguida, correlacionar o efeito do composto com a alteracao
observada. A triagem pode ser feita porque o composto é projetado para ter um efeito
farmacolégico nas células ou precursores hematopoiéticos, ou porque um composto
projetado para ter efeitos em outros lugares pode ter efeitos indesejados nas células ou
precursores hematopoiéticos. Dois ou mais farmacos podem ser testados em combinagéo
(combinando-se com as células simultaneamente ou sequencialmente), para detectar
possiveis efeitos de interagao farmaco-farmaco.

B. Terapia Celular Adotiva

[0219]Em algumas modalidades, a presente revelacdo fornece meétodos para
imunoterapia compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz das células
imunolégicas da presente revelagdo. Em uma modalidade, uma doenca ou distarbio
médico é tratado por transferéncia de uma populacdo de células imunolégicas que
provoca uma resposta imunolégica. Em certas modalidades da presente revelacgéo,
cancer ou infecgao é tratado por transferéncia de uma populacao de células imunolégicas
que provoca uma resposta imunolégica. Sao aqui fornecidos métodos para o tratamento
ou retardamento da progressdao do céncer em um individuo, compreendendo a
administracao ao individuo de uma quantidade eficaz de uma terapia celular especifica ao
antigeno. Os presentes métodos podem ser aplicados para o tratamento de disturbios
imunoldgicos, canceres solidos, canceres hematoldgicos e infecgdes virais.

[0220]0s tumores para os quais os presentes métodos de tratamento sdo Uteis
incluem qualquer tipo de célula maligna, como as encontradas em um tumor sélido ou em
um tumor hematolégico. Os tumores sélidos exemplificativos podem incluir, mas nao
estdo limitados a, um tumor de um 6rgdo selecionado do grupo que consiste em
pancreas, colon, ceco, estbmago, cérebro, cabecga, pescogo, ovario, rim, laringe, sarcoma,

pulmio, bexiga, melanoma, préstata e mama. Tumores hematolégicos exemplares
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incluem tumores da medula 6ssea, malignidades de células T ou B, leucemias, linfomas,
blastomas, mielomas e similares. Outros exemplos de canceres que podem ser tratados
usando os meétodos aqui fornecidos incluem, entre outros, cancer de pulm&o (incluindo
cancer de pequenas células, cancer de células ndo pequenas, adenocarcinoma do
pulmao e carcinoma escamoso do pulmao), cancer de peritbnio, cancer de estdmago ou
estbmago (incluindo cancer gastrointestinal e cancer de estroma gastrointestinal), cancer
de pancreas, cancer de colo do uUtero, cancer de ovario, cancer de figado, cancer de
bexiga, cancer de mama, cancer de célon, cancer colorretal, cancer colorretal, carcinoma
endometrial ou uterino, salivar carcinoma da glandula, cancer de rim ou renal, cancer de
prostata, cancer vulvar, cancer de tireoide, varios tipos de cancer de cabecga € pescoco e
melanoma.

[0221]0O cancer pode ser especificamente do seguinte tipo histolégico, embora
nao se limite a eles: neoplasia maligna; carcinoma; carcinoma indiferenciado; carcinoma
de células gigantes e fusiformes; carcinoma de pequenas células; carcinoma papilar;
carcinoma de células escamosas; carcinoma linfoepitelial; carcinoma basocelular;
carcinoma de pilomatriz; carcinoma de células de transi¢cdo; carcinoma de células de
transicdo papilar; adenocarcinoma; gastrinoma maligno; colangiocarcinoma; carcinoma
hepatocelular; carcinoma hepatocelular combinado e colangiocarcinoma; adenocarcinoma
trabecular; carcinoma adenoide cistico; adenocarcinoma no pélipo adenomatoso;
adenocarcinoma, polipose coli familiar; carcinoma sélido; tumor carcinoide maligno;
adenocarcinoma ramoiolo-alveolar; adenocarcinoma papilar; carcinoma cromofdbico;
carcinoma aciddéfilo; adenocarcinoma oxifilico; carcinoma basdéfilo; adenocarcinoma de
células claras; carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular;
adenocarcinoma papilar e folicular; carcinoma esclerosante ndo encapsulante; carcinoma

adrenal cortical; carcinoma endometoide; carcinoma de apéndice da pele;
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adenocarcinoma apécrino; adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma ceruminoso;
carcinoma mucoepidermoide; cistadenocarcinoma; cistadenocarcinoma  papilar;
cistadenocarcinoma seroso papilar; cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma
mucinoso; carcinoma de células em anel de sinete; carcinoma do ducto infiltrado;
carcinoma medular; carcinoma lobular; carcinoma inflamatério; doenca de paget mamaria;
carcinoma de células acinares; carcinoma adenoescamoso; adenocarcinoma com
metaplasia escamosa; timoma maligno; tumor estromal ovariano maligno; tecoma
maligno; tumor de células da granulosa, maligno; androblastoma maligno; carcinoma de
células de Sertoli; tumor de células de Leydig maligno; tumor de células lipidicas maligno;
paraganglioma maligno; paraganglioma extramamadrio, maligno; feocromocitoma;
glomangiossarcoma; melanoma maligno; melanoma amelanético; melanoma de
espalhamento superficial; melanoma maligno de lentigo; melanomas lentiginosos acrais;
melanomas nodulares; melanoma maligno no nevo pigmentado gigante; melanoma de
células epitelioides; nevo azul maligno; sarcoma; fibrossarcoma; histiocitoma fibroso
maligno;  mixossarcoma; lipossarcoma; leiomiossarcoma; rabdomiossarcoma;
rabdomiossarcoma embrionario; rabdomiossarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor
misto, maligno; tumor mulleriano misto; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinossarcoma;
mesénquima maligno; tumor de Brenner, maligno; tumor filodico maligno; sarcoma
sinovial; mesotelioma maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario; teratoma maligno;
struma ovarii, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma maligno; hemangiossarcoma;
hemangioendotelioma maligno; sarcoma de kaposi; hemangiopericitoma maligno;
linfangiossarcoma; osteossarcoma; osteossarcoma justacortical; condrossarcoma;
condroblastoma maligno; condrossarcoma mesenquimal; tumor de células gigantes do
0ss0; sarcoma de ewing; tumor odontogénico maligno; odontosarcoma ameloblastico;

ameloblastoma maligno; fibrossarcoma ameloblastico; pinealoma maligno; cordoma;
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glioma maligno; ependimoma; astrocitoma; astrocitoma protoplasmatico; astrocitoma
fibrilar;  astroblastoma;  glioblastoma; oligodendroglioma; oligodendroblastoma;
neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebelar; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma;
retinoblastoma; tumor neurogénico olfativo; meningioma maligno; neurofibrossarcoma;
neurilemmoma maligno; tumor de células granulares, maligno; linfoma maligno; doenca de
Hodgkin; Hodgkin; paragranuloma; linfoma maligno pequeno linfocitico; linfoma maligno
de células grandes difuso; linfoma maligno folicular; micose fungoide; outros linfomas néo
Hodgkin especificados; Linfoma de células B; linfoma ndo Hodgkin (NHL) folicular de
baixo grau; NHL linfocitico pequeno (SL); NHL de grau intermediario/folicular; NHL difuso
de grau intermediario; NHL imunoblastico de alto grau; NHL linfoblastico de alto grau; NHL
de células pequenas nao clivadas de alto grau; doenca volumosa NHL; linfoma de células
do manto; linfoma relacionado a AIDS; Macroglobulinemia de Waldenstrom; histiocitose
maligna; mieloma mdltiplo; sarcoma de mastocitos; doenga imunoproliferativa do intestino
delgado; leucemia; leucemia linfoide; leucemia de células plasméaticas; eritroleucemia;
leucemia celular de linfossarcoma; leucemia mieloide; leucemia basofilica; leucemia
eosinofilica; leucemia monocitica; leucemia de mastdécitos; leucemia megacarioblastica;
sarcoma mieloide; leucemia de células peludas; leucemia linfocitica cronica (LLC);
leucemia linfoblastica aguda (LLA); leucemia mieloide aguda (LMA); e leucemia
mieloblastica cronica.

[0222]Para determinar a adequacgao das células aqui fornecidas para aplicacoes
terapéuticas, as células podem primeiro ser testadas em um modelo animal adequado.
Em um nivel, as células sdo avaliadas quanto a sua capacidade de sobreviver e manter
seu fendtipo in vivo. As células aqui fornecidas sdo administradas a animais
imunodeficientes (como camundongos NOG, ou animais quimicamente imunodeficientes

ou por irradiacdo) em um local propicio para observacao adicional, como sob a capsula
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renal, no baco, no lébulo do figado ou na medula éssea. Os tecidos sédo colhidos apds um
periodo de alguns dias a varias semanas ou mais e avaliados quanto a presenca de tipos
celulares iniciais, como eritrocitos. Isso pode ser realizado fornecendo as células
administradas um marcador detectavel (como proteina fluorescente verde ou [3-
galactosidase); ou medindo um marcador constitutivo especifico para as células humanas
administradas. Onde as células aqui fornecidas estdo sendo testadas em um modelo de
roedor, a presenca e o fenétipo das células administradas podem ser avaliadas por
imuno-histoquimica ou ELISA usando anticorpo especifico para humanos, ou por analise
RT-PCR usando primers e condicbes de hibridagdo que fazem com que a amplificacdo
seja especifica para sequéncias polinucleotidicas humanas. Marcadores adequados para
avaliar a expressdo génica no nivel de mRNA ou proteina sdo fornecidos em outras
partes desta revelacao.

[0223]As células imunolbgicas fornecidas pelos métodos da presente revelagao
podem ser testadas em varios modelos animais quanto a sua capacidade de tratar
disturbios e les6es hematoldgicas. Por exemplo, um modelo de camundongo com anemia
falciforme ou um camundongo knockout para células T/B Rag-2 podem ser modelos
animais particularmente Uteis para testar as células mieloides e linfoides aqui divulgadas.

[0224]As células imunoldgicas fornecidas em certos aspectos da presente
revelagdo que demonstram caracteristicas funcionais ou eficicia desejaveis em modelos
animais, também podem ser adequadas para administracao direta a individuos humanos
gue dela necessitam. Para fins de hemostasia, as células podem ser administradas em
qualquer local que tenha acesso adequado a circulacao. As células hematopoiéticas ou
seus precursores também podem ser entregues em um local de lesdo ou doenga.

[0225]As células fornecidas em certos aspectos desta revelacdo podem ser

usadas para terapia de qualquer individuo que dela necessite. As condi¢des humanas que
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podem ser apropriadas para essa terapia incluem as varias anemias € hemoglobinopatias,
além de doencas caracterizadas por um numero reduzido de células hematopoiéticas
(como, por exemplo, sindrome mielodisplasica, mielofibrose, neutropenia, agranulocitose,
trombastenia de Glanzmann, trombocitopenia e sindrome da imunodeficiéncia adquirida).
Para a terapia humana, a dose geralmente esta entre cerca de 10° e 10" células, e
tipicamente entre cerca de 5 x 10° e 5 x 100 células, fazendo ajustes para o peso
corporal do individuo, natureza e gravidade da aflicdo e a capacidade replicativa das
células administradas. A responsabilidade final pela determinagéao do modo de tratamento
e da dose apropriada cabe ao clinico responsavel.

[0226]Quantidades terapeuticamente eficazes de células imunolégicas podem ser
administradas por varias vias, incluindo administracdo parenteral, por exemplo, injecao
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intraesternal ou intra-articular ou infusao.

[0227]A quantidade terapeuticamente eficaz de células imunoldgicas para uso em
terapia celular adotiva € a quantidade que alcanca o efeito desejado em um individuo a
ser tratado. Por exemplo, essa pode ser a quantidade de células imunolbgicas necessaria
para inibir 0 avango ou causar regressao de uma doenga autoimune ou aloimune, ou que
€ capaz de aliviar os sintomas causados por uma doenga autoimune, como dor €
inflamacédo. Pode ser a quantidade necessdria para aliviar os sintomas associados a
inflamacgédo, como dor, edema e temperatura elevada. Também pode ser a quantidade
necessaria para diminuir ou impedir a rejeicdo de um érgao transplantado.

[0228]A populagdo de células imunoldgicas pode ser administrada em regimes de
tratamento consistentes com a doenca, por exemplo, doses Unicas ou poucas ao longo de
um a varios dias para melhorar um estado da doenca ou doses peridédicas durante um
periodo prolongado para inibir a progressdo da doenga e prevenir a recorréncia da

doenca. A dose exata a ser empregada na formulagdo também dependera da via de
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administracdo e da gravidade da doencga ou distarbio, e deve ser decidida de acordo com
o julgamento do médico e as circunstancias de cada paciente. A quantidade
terapeuticamente eficaz de células imunoldgicas dependera do individuo a ser tratado, da
gravidade e tipo da aflicao e do modo de administragdo. Em algumas modalidades, as
doses que poderiam ser usadas no tratamento de individuos humanos variam de pelo
menos 3,8 x 10 4, pelo menos 3,8 x 10°, pelo menos 3,8 x 108, pelo menos 3,8 x 107,
pelo menos 3,8 x 108 pelo menos 3,8 x 10° ou pelo menos 3,8 x 10" células
imunolégicas/m2. Em uma determinada modalidade, a dose utilizada no tratamento de
seres humanos varia entre cerca de 3,8 x 10° a cerca de 3,8 x 10" células
imunolégicas/m2. Em modalidades adicionais, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
células imunolégicas pode variar de cerca de 5 x 108 células por kg de peso corporal a
cerca de 7,5 x 108 células por kg de peso corporal, como cerca de 2 x 107 células a cerca
de 5 x 108 células por kg de peso corporal, ou cerca de 5 x 107 células a cerca de 2 x 108
células por kg de peso corporal. A quantidade exata de células imunolégicas é
prontamente determinada por um versado na técnica com base na idade, peso, sexo e
condicao fisiolégica do individuo. As doses efetivas podem ser extrapoladas a partir de
curvas dose-resposta derivadas de sistemas de teste in vitro ou em modelo animal.
[0229]As células imunoldgicas podem ser administradas em combinagdo com um
ou mais outros agentes terapéuticos para o tratamento do distdrbio imunomediado. As
terapias combinadas podem incluir, mas nao estdo limitadas a, um ou mais agentes
antimicrobianos (por exemplo, antibidticos, agentes antivirais e agentes antifungicos),
agentes antitumorais (por exemplo, fluorouracila, metotrexato, paclitaxel, fludarabina,
etoposideo, doxorrubicina ou vincristina), agentes deple¢cdo imune (por exemplo,
fludarabina, etoposideo, doxorrubicina ou vincristina), agentes imunossupressores (por

exemplo, azatioprina ou glicocorticoides, como dexametasona ou prednisona), agentes
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anti-inflamatorios (por exemplo, glicocorticoides como hidrocortisona, dexametasona ou
prednisona ou agentes anti-inflamatérios ndo esteroides, como &acido acetilsalicilico,
ibuprofeno ou naproxeno sodico), citocinas (por exemplo, interleucina-10 ou fator de
crescimento transformador beta), hormbnios (por exemplo, estrogénio) ou uma
vacina. Além disso, agentes imunossupressores ou tolerogénicos, incluindo mas néao
limitados a inibidores de calcineurina (por exemplo, ciclosporina e tacrolimus); inibidores
de mTOR (por exemplo, Rapamicina); micofenolato de mofetil, anticorpos (por exemplo,
reconhecendo células CD3, CD4, CD40, CD154, CD45, IVIG ou B); agentes
quimioterapicos (por exemplo, Metotrexato, Treosulfan, Busulfan); irradiagcdo; ou
quimiocinas, interleucinas ou seus inibidores (por exemplo, inibidores de BAFF, IL-2, anti-
IL-2R, IL-4, JAK cinase) podem ser administrados. Tais agentes farmacéuticos adicionais
podem ser administrados antes, durante ou apdés a administracdo das células
imunolégicas, dependendo do efeito desejado. Essa administracdo das células e do
agente pode ser pela mesma rota ou por rotas diferentes, € no mesmo local ou em um
local diferente.

C. Composi¢des Farmacéuticas

[0230]Também sdo aqui fornecidas composicdes e formulagbes farmacéuticas
compreendendo células imunoldgicas (por exemplo, células T ou células NK) e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. A administracdo pode ser autéloga ou nao autéloga. Por
exemplo, células T e/ou células NK e composigcdes compreendendo as mesmas podem
ser obtidas de um individuo e administradas ao mesmo individuo ou a um individuo
compativel diferente. As células imunolbgicas da presente revelacdo podem ser
administradas via injecéo localizada, incluindo administracao de cateter, injecao sistémica,

injecéo localizada, injecao intravenosa ou administragdo parentérica. Ao administrar uma
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composicao terapéutica da presente revelacao, ela geralmente sera formulada em uma
forma injetavel de dosagem unitaria (por exemplo, solugdo, suspensao, emulséo).
[0231]As composicdes e formulacbes farmacéuticas como aqui descritas podem
ser preparadas misturando os ingredientes ativos (como um anticorpo ou um polipeptideo)
com o grau de pureza desejado com um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis
opcionais (Remington's Pharmaceutical Sciences 222 edi¢do, 2012), em a forma de
formulacoes liofilizadas ou solugcdes aquosas. Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis
sdo geralmente nao toxicos para os receptores nas dosagens e concentragdes
empregadas e incluem, mas néo estao limitados a: tampdes como fosfato, citrato e outros
acidos organicos; antioxidantes, incluindo acido ascorbico e metionina; conservantes
(como cloreto de octadecildimetiloenzil aménio; cloreto de hexametbnio; cloreto de
benzalcénio; cloreto de benzetbnio; fenol, butil ou alcool benzilico; parabenos alquil como
metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclo-hexanol; 3-pentanol; e m-cresol);
polipeptideos de baixo peso molecular (menos de cerca de 10 residuos); proteinas, como
albumina sérica, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tais como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tais como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina ou lisina; monossacarideos, dissacarideos e outros carboidratos, incluindo
glicose, manose ou dextrinas; agentes quelantes tais como EDTA; acglcares tais como
sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contraions formadores de sal, como sdédio;
complexos metalicos (por exemplo, complexos de proteinas Zn); e/ou surfactantes ndo
ibnicos, como polietilenoglicol (PEG). Veiculos farmaceuticamente aceitaveis
exemplificadores aqui incluem ainda agentes de dispersdo de farmaco intersticiais, tais
como glicoproteinas solluveis neutras-ativos de hialuronidase (SHASEGP), por exemplo,
Ph-20 glicoproteinas hialuronidase solluveis em humanos, tais como rHUPH20 (Hylenex®,

Baxter International, Inc.). Certos sHASEGPs e métodos de uso exemplificadores,
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incluindo rHUPH20, sdo descritos nas Publicacdes de Patentes n° US 2005/0260186 e
2006/0104968. Em um aspecto, um sHASEGP é combinado com uma ou mais
glicosaminoglicanases adicionais, como condroitinases.

V. Exemplos

[0232]0s exemplos a seguir sdo incluidos para demonstrar modalidades
preferidas da invencdo. Deve ser apreciado por aqueles versados na técnica que as
técnicas divulgadas nos exemplos a seguir representam técnicas descobertas pelo
inventor para funcionar bem na pratica da invencao e, portanto, podem ser consideradas
como modos preferidos para sua pratica. No entanto, aqueles versados na técnica devem,
a luz da presente revelacdo, entender que muitas mudancas podem ser feitas nas
modalidades especificas que sado divulgadas e ainda obtém um resultado semelhante ou
semelhante sem se afastar do espirito e escopo da invencgao.

Exemplo 1 - Derivagao de células T/NK derivadas de PSC que expressam CAR
anti-CD19

[0233]Para gerar células-tronco pluripotentes que expressam um receptor de
antigeno quimérico (CAR), foram utilizados dois métodos separados. Em um método, as
PSCs livres de transgene foram derivadas de células T usando vetores retrovirais para
produzir células 1C (US20160257939; incorporadas aqui por referéncia na sua totalidade)
ou vetores epiossomais para produzir células E11. No segundo método, as PSCs foram
transfectadas com um vetor de expressdo PiggyBac que codifica os genes de
programacao hematopoiéticos ETV2/ERG, GATA2 e HOXA9 (ESCs H1 projetados com
genes de programagdo hematopoiéticos ETV2-GATA2-HOXA9 (EGH) introduzidos por
DOX induziveis por DOX) para produzir células A16. As PSCs de ambos os métodos
foram entdo geneticamente modificadas para expressar constitutivamente um receptor de

antigeno quimérico CD19 anti-humano (CAR) de segunda geracdo composto pelo
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dominio scFv de ligagdo a CD19 humano derivado de mAb FMC63, dominio
coestimulador de CD28 e dominio de sinalizagao de CDS3.

[0234]As PSCs nao modificadas e CAR-modificadas foram diferenciadas em
progenitores CD34* T/NK por diferenciagao dirigida a citocinas (1C, E11) ou programacao
induzida por EGH (A16) (Figuras 1A-B). Os progenitores isolados de CD34* foram ainda
diferenciados para células T CD3* (1C, E11) e NK CD3-CD56* (A16) usando cultura
hip6xica de 4 semanas nas placas revestidas com DLL4/retronectina em StemSpan
SFEM (Stem Cell Technologies) suplementado com ascérbico fosfato acido de magnésio
(0,25 mM), nicotinamida (2 mM) e citocinas (SCF, TPO, FLT3L, IL7, IL2). Em culturas
T/NK paralelas, células Daudi tratadas com mitomicina C (linhagem celular linfoblastoide
B CD19* negativa de HLA de classe | deficiente de p2-microglobulina) foram adicionados
durante as Ultimas 2 semanas de diferenciagdo como uma fonte de ativacdo de CAR
especifico ao antigeno (CD19). As células T/NK geradas foram designadas como se
segue: células T derivadas de 1C ou E11 - T, CAR-T, CAR-T/Ag (cocultura Daudi); células
NK derivadas de A16 - NK, CAR-NK, CAR-NK/Ag (cocultura Daudi).

[0235]A expressdo do CAR ao longo dos estagios de diferenciagdo foi avaliada
por citometria de fluxo usando coloracdo com proteina L. As células T CD3* foram
cocoradas com mAb CD3 anti-humano de camundongo de cadeia lambda (clone SP34-2).
Ap6s a diferenciagcdo das células T/NK, a expressdo do CAR foi significativamente
silenciada, no entanto, as células T e NK positivas para CAR puderam ser seletivamente
expandidas apds a cultura de ativagdo com o antigeno especifico do CAR (Ag; cocultura
com células Daudi CD19%).

[0236]A funcgao citotdxica das células T (1C) e NK (A16) derivadas de PSC foi
avaliada por um ensaio de citotoxicidade in vitro usando células-alvo CD19* Daudi e Raji

que expressam luciferase. Os alvos foram incubados com efetores T/NK 24 horas na
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razdo de 1:1 e a atividade da luciferase foi quantificada em lisados de cultura pelo sistema
de ensaio Steady-Glo luciferase (Promega). A porcentagem de citotoxicidade foi calculada
pela férmula: (1-(ET/T)) x 100, onde ET — efetores+cultura de alvos, T - apenas alvos.

[0237]Enquanto as células T/NK ndo modificadas ndo apresentavam atividade
detectavel, as células T (1C) e NK (A16) que expressam CAR exibiram citotoxicidade
contra os alvos CD19*. A atividade citotoxica dependente de CAR foi aumentada
significativamente ap6s 2 semanas de cocultura T/NK com células-alvo CD19* (Daudi)
(variante CAR/Ag) (Figura 3A).

[0238]0 potencial citolitico das células CAR-T foi confirmado por contagem de
células-alvo em tempo real usando o sistema de analise de células vivas Incucyte S3
(Essen Bioscience). As células-alvo Raji CD19* que expressam GFP foram incubadas
com células T derivadas de PSC (E11 TiPSC) nao modificadas e transfectadas com CAR,
na razao de 1:1. A imagem por lapso de tempo e a contagem de células Raji GFP* foram
realizadas durante 9 horas. Uma diminuigdo significativa de células Raji viaveis (GFP*) foi
detectada em cultura apenas com células CAR-T (Figura 3B).

[0239]As células CAR-T que foram geradas pela diferenciacdo de T/NK de 2
semanas seguida por 1 semana de culturas de expansao de células T induzidas por anti-
CD3 de HPCs CD34* derivadas de PSC (E11 TiPSC) foram incubadas 24 horas com
células de mastocitoma P815 de camundongo transfectadas com antigeno CD19 humano
(CD19* P815) e P815 nao transfectado para avaliar a producéo de citocinas constitutiva e
induzida por CAR, respectivamente. As citocinas foram medidas em sobrenadantes da
cultura utilizando o teste de citocina multiplexada por citometria de fluxo LEGENDplex
(BioLegend) (Figura 4). Células CAR-T demonstraram producdo induzida por CAR
especifico de IFNy, TNFa, IL2, IL13 e GM-CSF. As propriedades citotoxicas das células
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CAR-T derivadas de PSC também foram reveladas pela secregdo constitutiva de
Granzima B.

[0240]Para testar a eficicia das células CAR-T in vivo, camundongos NSG de 8
semanas de idade foram injetados intraperitonealmente (ip) com 5 x 10* células Raji que
expressam luciferase. No dia seguinte (dia 1), células T (derivadas de 1C) e NK
(derivadas de A16) foram injetadas (ip) a uma dose de 107/camundongo. As injecOes de
T/NK foram repetidas nos dias 3 e 5. Durante as inje¢des de T/NK (dias 1-5), todos os
camundongos foram adicionalmente injetados (ip) com a combinagao de citocinas IL2 e
IL15 (ambas a 500 ng/camundongo). A progressdo do tumor em camundongos foi
monitorada por imagem bioluminescente in vivo a cada 2 semanas (Figura 5A). Os
camundongos anestesiados injetados (ip) com 150 mg/kg de luciferina InVivo-Glo
(Promega) foram analisados dentro de 15 minutos ap6s a injecao de luciferina usando o
imageador in vivo Pearl Trilogy (LiCor). As curvas de sobrevivéncia nos diferentes grupos
de camundongos tratados com células T (1C) ou NK (A16) derivadas de PSC sao
mostradas na Figura 5B.

[0241]0s tumores detectados em 2 semanas foram significativamente suprimidos
e a sobrevida média dos camundongos foi ~ 2x prolongada por um curso de tratamento (3
injecdes com intervalos de 2 dias) com células T ou NK derivadas de PSC que expressam
CAR. O potencial oncolitico in vivo pode ser significativamente melhorado por cocultura
anterior de células T ou NK derivadas de PSC que expressam CAR e células tumorais
positivas para antigeno in vitro.

Exemplo 2 - Métodos de diferenciagao direta

[0242]Diferenciacdo de PCS para progenitores linfo-hematopoiéticos CD34*: As

PSCs derivadas de células T do Exemplo 1 (TiPSCs 1C e E11 derivadas de células T de

sangue periférico por reprogramacao retroviral e epissomal, respectivamente) foram
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diferenciadas para progenitores hematopoiéticos CD34+ atraves de cultura de suspensao
agregada. As PSCs foram mantidas sob condi¢des livres de alimentador nas placas de 6
pocos revestidas com Matrigel™ ou Vitronectina em meio Essential 8 (E8). Os agregados
foram feitos a partir de unidades subconfluentes (<80% de confluéncia) a uma densidade
de 0,5 milhdes de células por ml em meio E8 suplementado com 2 uM de CHIR99021
(inibidor de GSK-3) e 5 uM de blebistatina (inibidor da miosina-Il). A formag¢ao agregada
foi realizada durante 6 horas de cultura nos frascos de fixagao ultrabaixa (ULA) sob
agitacao continua na plataforma oscilante a 15 a 20 rpm (incluindo todas as etapas de
cultura subsequentes).

[0243]A cultura com agregados de células de pré-formados foi gradualmente
transferida para meio de diferenciacdo hematopoiética sem soro (HDM: meio 50% de
IMDM, 50% de Hams F12, 100 ug/ml de alcool polivinilico, 100 pg/ml de albumina de soro
humano recombinante, 1x de suplemento de amino4cido nédo essencial (Invitrogen), 0,1x
de suplemento lipidico quimicamente definido (Invitrogen), acido ascérbico 125 uM de 2-
fosfato de magnésio, 0,25 uM de acido linoleico, suplementos de oligoelementos A (0,3x),
B (0,2x) e C (0,1x) (Corning), 5 mM de cloreto de s6dio, 100 uM monotioglicerol, 20 uM de
etanolamina, 100 ng de heparina/ml, e 10 ng/ml IGF-1), suplementado com 2 uM
CHIR99021, 50 ng/ml de VEGF e 50 ng/ml de FGF2 por adigbes de volumes médios
iguais as 6 e 24 horas. No dia 2, os agregados celulares foram sedimentados por 15
minutos, o meio foi aspirado e as culturas foram transferidas para HDM suplementado
com citocinas indutoras de mesoderme hematopoiética - 25 ng/ml de BMP4, 50 mg/ml de
BMP4, 50 mg/ml de VEGF e 50 ng/ml de FGF2. As culturas foram continuadas por 3 dias
com mudanca de meio completo todos os dias.

[0244]Para apoiar a diferenciacdo e expansao dos progenitores hematopoiéticos

CD34*, os agregados celulares foram transferidos para o HDM suplementado com
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citocinas de suporte hematopoiéticas - 50 ng/ml de SCF, 50 ng/ml de TPO, 50 ng/ml de
TPO, 20 ng/ml de FLT3L e 20 ng/ml de IL-3. As culturas foram continuadas por 3 a 5 dias
com mudanga de meio completo todos os dias. Para melhorar o processo de transi¢ao
hematopoiética, os seguintes componentes de aprimoramento podem ser adicionados:
IL11 (5-20 ng/ml), 8Br-cAMP (100 a 300 uM) e/ou VEGF (20 a 50 ng/ml).

[0245]As HPCs identificadas em suspensao como células individuais flutuantes ou
pequenos grupos foram colhidas apds o processo de diferenciacdo de 2+3+3-5 dias (total
de 8 a 10 dias). HPCs foram isolados por filtracdo de toda a cultura de diferenciacao
através de coadores de células de 70 um e 30 um (Corning). As HPCs coletadas do
filtrado por centrifugagcdo foram lavadas uma vez em HDM e ressuspensas em TCDM
(meio de diferenciagdo de células T). Para enriquecer as HPCs com potencial T/NK, o
isolamento da fracdo CD34*+ HPC pode ser realizado por classificacdo celular ativada por
ima (MACS), utilizando microesferas CD34 diretas (Myltenyi Biotec), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. As HPCs foram semeadas em culturas de diferenciagédo
T/NK ou criopreservadas para uso posterior dentro de 1 hora apés o isolamento.

[0246]Culturas de diferenciacdo T/NK: Para a diferenciacdo T/NK, placas de

plastico tratadas com cultura de néo tecido foram revestidas com proteina quimica ligando
Notch hDLL4-Fc e RetroNectin diluida em PBS (a 0,5 ug/cm? cada). Antes do
revestimento celular, a solugdao de revestimento foi aspirada, as placas lavadas uma vez
com PBS e preenchidas com 0,25 ml/cm? de meio de diferenciacdo de células T (TCDM)
consistindo em StemSpan SFEM (Stem Cell Technologies), GlutaMax (1/100), fosfato de
magnésio e acido ascérbico (250 uM), nicotinamida (2 mM) e citocinas SCF, TPO, FLT3L
e IL7 (a 50 ng/ml cada). HPCs derivadas de PSC foram colocadas em placas a 5.000
células/cm? de densidade e cultivadas em hipoxico (5% de O:2) incubadora de CO:

durante 2 semanas, com a adicdo de volume de cultura TCDM igual no dia 3 e a troca de
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um volume de cultura de metade a cada segundo dia seguinte. O total de células
diferenciadas foi colhido por ressuspensdo suave e coleta de células ndo aderentes,
seguida por coleta de células pouco aderidas por 5 a 10 minutos de tratamento com PBS-
EDTA (0,5 mM). Para continuar o processo de diferenciagdo e melhorar o rendimento das
células T/NK, a cultura de diferenciagao das células T pode ser repetida replaqueando as
células colhidas em placas DLL4/retronectina recém-preparadas a 10.000 células/cm? de
densidade, até o rendimento desejado de T/NK células é alcangada. A eficiéncia da
diferenciacao T/NK também pode ser melhorada pela adigdo dos seguintes componentes
aprimoradores ao TCDM: CHIR99021 (1 a 3 uM), IL2 (2 a 10 ng/ml), IL12 (10 a 50 ng/ml).

[0247]Culturas de expansdo de células T: Para a expansdo de células T, as
placas de cultura tratada ndo tecida foram revestidas com mAb anti-CD3 (clone OKT3),
hDLL4-Fc e RetroNectina diluida em PBS (a 0,5 ug/cm? cada). Antes do revestimento
celular, a solucdo de revestimento foi aspirada, as placas lavadas uma vez com PBS e
preenchidas com 0,25 ml/cm? de meio de expansio de células T (TCEM) consistindo em
StemSpan SFEM (Stem Cell Technologies), Glutamax (1/100), fosfato de magnésio e
acido ascérbico (250 uM), nicotinamida (2 mM) e citocinas SCF, TPO, FLT3L, IL7 (a 50
ng/ml cada) e IL2, IL15 (a 10 ng/ml cada). Também foi possivel adicionar IL21 (5 a 20
ng/ml) para melhorar a expanséo. As células colhidas a partir de culturas de diferenciagéo
T/NK foram plaqueadas a 10.000 células/cm? de densidade e cultivadas em incubadora
CO:2 hipéxica (5% de Oz) até 2 semanas com adi¢cao do volume de cultura TCEM igual no
dia 3 e a troca de um volume de meio volume de cultura todo segundo dia seguinte. As
células T expandidas foram colhidas por ressuspensdo suave e coleta de células nao
aderentes.

Exemplo 3 - Caracterizagdo do método de diferenciacdo direta
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[0248]As PSCs foram primeiramente diferenciadas para CD34* HPCs em cultura
de agregados de células em suspensao através de etapas sucessivas de iniciagdao de
diferenciacao induzida por WNT, indu¢do de mesoderme e diferenciagdo de HPC durante
8 a 10 dias (Figura 1B). A fracdo de HPC foi isolada por filtracdo. Nao foi realizada a
classificacdo de MACs de CD34* HPCs, embora possa ser opcionalmente realizada
utilizando esferas paramagnéticas CD34 diretas (Myltenyi Biotec). As HPCs foram entao
transferidas para placas revestidas com DLL4-Fc* retronectina humana para diferenciagéo
de T/NK durante 2 a 4 semanas. As células T podem ainda ser expandidas durante 1 a 2
semanas em cultura nas placas revestidas com mAb anti-CD3 (clone OKT3).

[0249]As células CD34* derivadas de PSC (1C TiPSC) apds 2 semanas em
condi¢cdes de diferenciacdo de T/NK desenvolveram uma populacao tipica de células
linfoides definida por parametros FSC/SSC baixos (Figura 1D, plotagem de pontos
esquerda). Essa populagéo linfoide continha principalmente células T CD3* e NK CD56*
CD3 (Figura 1D, plotagem de pontos do meio). A populacao de células T incluia células
simples e duplas positivas para CD4* e CD8*, bem como uma proporgdo significativa de
células duplas negativas (Figura 1D, gréafico de pontos a direita).

[0250]0s rendimentos de cada tipo de célula respectivo foram calculados como
uma razdo de saida para inserir nimeros absolutos de células em cada estagio da
derivagao celular. Por exemplo, o rendimento de 1,5 CD34* HPC indica que, em média,
1,5 (saida) CD34* HPCs podem ser derivadas de 1 (entrada) PSC. Por conseguinte, 0
rendimento de 102 células T indica que 102 células T (de saida) podem ser derivadas de
1 (entrada) CD34* HPCs (Figura 1E).

[0251]As células T derivadas de PSC (1C TiPSC) (CD3*) foram diferenciadas e
expandidas durante 4 semanas € expressaram o/§ TCR (ndo y/d ou invariante Va24 NKT

TCR) e marcadores tipicos de células T CD5, CD27 e CD7 (Figura 1F). Eles também
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expressaram marcadores citotoxicos associados a T/NK (CD161, CD94) e de ativacdo
(CD89).

[0252]0s anticorpos anti-CD3 imobilizados (iCD3) foram minimamente
necessarios e suficientes para alcancar a expansao de células T derivadas de PSC
(Figura 1G, grafico de barras). A estimulagcéo soluvel com mAb de CD3 e CD28 (sCD3,
sCD28) nao foi eficaz isoladamente ou em combinacao (sCD3* sCD28) ou quando
adicionada a iCD3 (iCD3* sCD28). As células T que proliferam nas culturas de expansao
adquiriram uma morfologia caracteristica de linfoblastos de formato irregular (Figura 1G,
fotografia). Em contraste com a populagcdo de células de entrada relativamente
heterogénea, as células colhidas a partir das 2 semanas de expansdo de células T eram
essencialmente células T CD3* puras, que também expressavam CD56 e adquiriam
expressao CD8 (Figura 1G, graficos de pontos de citometria de fluxo). Assim, o método

de diferenciacao dirigida produziu células T eficientemente.

[0253]Todos os métodos divulgados e reivindicados neste documento podem ser
feitos e executados sem experimentacao indevida a luz da presente revelagdo. Embora as
composicoes e métodos desta invengao tenham sido descritos em termos de modalidades
preferenciais, serd evidente para os versados na técnica que variagbes podem ser
aplicadas aos métodos e nas etapas ou na sequéncia de etapas do método descrito aqui
sem se afastar do conceito, espirito e escopo da invencdo. Mais especificamente, sera
aparente que certos agentes que estao relacionados quimicamente e fisiologicamente
podem ser substituidos pelos agentes aqui descritos, enquanto 0s mesmos ou
semelhantes resultados seriam alcancados. Todos esses substitutos € modificagdes
semelhantes aparentes para os versados na técnica sdo considerados dentro do espirito,

escopo e conceito da invengao, conforme definido pelas reivindicagbes anexas.
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REIVINDICACOES:

1.Método para produzir células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(@) projetar células-tronco pluripotentes (PSCs) para expressar um receptor de
antigeno quimérico (CAR), produzindo, assim, PS-PSCs;

(b) diferenciar ou programar antecipadamente os CAR-PSCs para células
progenitoras hematopoiéticas CD34* (HPCs);

(c) diferenciar adicionalmente as HPCs CD34* em células T e/ou células NK; e

(d) expandir as células T e/ou células NK, em que a expansdo compreende
cocultura com células-alvo antigeno-especificas, produzindo desse modo células T e/ou
células NK efetoras antigeno-especificas.

2.Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
as PSCs da etapa (a) sao células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) ou células-tronco
embrionarias (ESCs).

3.Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que
as iPSCs sao reprogramadas a partir de células T.

4 Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa (b) compreende realizar diferenciacao direta.

5.Método, de acordo com a reivindicacdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciagao direta compreende:

(a) gerar corpos embrionarios (EBs) na presenca de blebistatina, um inibidor da
GSK-3, FGF2 e VEGF;

(b) colocar em contato os EBs com BMP-4, VEGF e FGF2 para induzir a indugao

de mesoderme; e
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(c) diferenciar os EBs na presenca do ligante Flt-3, IL3, SCF e TPO, produzindo
HPCs.

6.Método, de acordo com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciacao da etapa (c) é essencialmente livre de BMP4.

7.Método, de acordo com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciacdo da etapa (c) esta livre de BMP4.

8.Método, de acordo com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciacao da etapa (c) compreende ainda a presencga de IL-11, cAMP e/ou VEGF.

9.Método, de acordo com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciacao da etapa (c) compreende ainda a presencga de IL-11, cAMP e VEGF.

10.Método, de acordo com a reivindicacao 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
o inibidor de GSK-3 é CHIR99021.

11.Método, de acordo com a reivindicacao 4, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciagao direta compreende:

(@) cultivar PSCs individualizadas em uma superficie revestida com amina na
presenca de blebistatina, BMP4, VEGF e bFGF;

(b) iniciar a diferenciagdo colocando em contato as PSCs com BMP-4, VEGF e
FGF2; e

(c) diferenciar adicionalmente as PSCs na presenca do ligante FIt-3, IL3, IL6,
SCF, TPO e heparina, produzindo assim HPCs,

em que o0 método ndo compreende a formacéao de EBs.

12.Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que as PSCs séo essencialmente livres de transgene.

13.Método, de acordo com a reivindicagdo 12, CARACTERIZADO pelo fato de

que as PSCs sao humanas.
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14.Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células T sdo células T CD4*, células T CD8",
células T citotéxicas, células T reguladoras, células T natural killer, células T ingénuas,
células T de memoria ou células T gama delta.

15.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
as PSCs da etapa (a) sdo adicionalmente projetadas para expressar ERG/ETV2, GATA2
e HOXA9 sob o controle de um Unico promotor indutivel.

16.Método, de acordo com a reivindicagdo 15, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende ainda manipular PSCs para expressar HMGA2, MYCN, NR4A2, SOX17,
TFEC, MEIS1 e HOXA4.

17.Método, de acordo com a reivindicagdo 15 ou reivindicacdo 16,
CARACTERIZADO pelo fato de que a programacao da etapa (b) compreende a indugéo
da expressédo de ERG/ETV2, GATA2 e HOXA9 por um periodo de tempo suficiente para
produzir HPCs e terminar a inducao da expressao antes da etapa (c).

18.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o método compreende cultivar as células sob condi¢des definidas sem alimentador.

19.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a etapa (b) compreende ainda a selecao de células que expressam CD34 e CD43 antes
da diferenciagé@o para células T e/ou células NK antigeno-especificas.

20.Método, de acordo com a reivindicacdo 19, CARACTERIZADO pelo fato de
que a selecdao compreende realizar a classificacdao de células magneticamente ativadas
(MACS).

21.Método, de acordo com a reivindicacdo 19, CARACTERIZADO pelo fato de
que as células que expressam CD34 e CD43 compreendem pelo menos 35% da

populacéo total de células.
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22.Método, de acordo com a reivindicacdo 19, CARACTERIZADO pelo fato de
que as células que expressam CD34 e CD43 compreendem pelo menos 65% da
populacédo total de células.

23.Método, de acordo com a reivindicacdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
pelo menos 5% das HPCs expressam o CAR.

24.Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
pelo menos 10% das HPCs expressam o CAR.

25.Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
pelo menos 15% das HPCs expressam o CAR.

26.Método, de acordo com a reivindicacdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a diferenciacao da etapa (c) compreende a cultura de HPCs em uma superficie revestida
com retronectina e Notch DLL-4 na presenca de acido ascérbico e nicotinamida em
condigdes hipoxicas.

27.Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que a cultura compreende ainda SCF, ligante FLT-3, TPO e IL7.

28.Método, de acordo com a reivindicacdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de
que a cultura compreende ainda um inibidor de GSK-3, IL-2 e/ou IL-12.

29.Método, de acordo com a reivindicacdo 27, CARACTERIZADO pelo fato de
que a cultura compreende ainda um inibidor de GSK-3, IL-2 e IL-12.

30.Método, de acordo com a reivindicacdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a expansao da etapa (d) compreende ainda a cultura de células T antigeno-especificas na
presencga de anticorpo anti-CD3, IL-2 e IL-15.

31.Método, de acordo com a reivindicacdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a expansao da etapa (d) compreende ainda a cultura de células T antigeno-especificas na

presenca de anticorpo anti-CD3, IL-2, IL-15 e IL-21.
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32.Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a expansdo da etapa (d) compreende ainda a cultura das células T antigeno-especificas
na presenca de anticorpo anti-CD3, ligante FLT3, IL-7, IL-2, IL-15 e/ou IL-21.

33.Método, de acordo com a reivindicacdo 33, CARACTERIZADO pelo fato de
que a expansido da etapa (d) compreende ainda um ou dois componentes adicionais
selecionados a partir do grupo que consiste em SCF e TPO.

34.Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que pelo menos 1,5% das CD34* HPC diferenciadas séo células T CD3* CAR™.

35.Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que pelo menos 2% das CD34* HPC diferenciadas séo células NK CD3- CAR™.

36.Método, de acordo com a reivindicacdo 30, CARACTERIZADO pelo fato de
gue pelo menos 2% das CD34* HPCs expandidas s&o células T CD3* CAR™.

37.Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de
que pelo menos 10% das CD34* HPCs expandidas sédo células NK CD3" CAR™.

38. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
que o CAR e as células-alvo antigeno-especificas sdo direcionadas para o mesmo
antigeno.

39.Método, de acordo com a reivindicacdo 38, CARACTERIZADO pelo fato de
que o antigeno é CD19.

40.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
as células-alvo antigeno-especificas sao células tumorais.

41.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que

as células-alvo antigeno-especificas sdo humanas.
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42 .Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 38 a 41,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células-alvo antigeno-especificas sdo HLA classe
| negativas.

43.Método, de acordo com a reivindicagdo 42, CARACTERIZADO pelo fato de
que pelo menos 5% das células T efetoras antigeno-especificas exibem atividade
citotoxica contra células-alvo.

44 Método, de acordo com a reivindicagdo 42, CARACTERIZADO pelo fato de
que pelo menos 40 por cento das células NK efetoras antigeno-especificas exibem
atividade citotoxica contra células-alvo.

45.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o CAR ¢é codificado pelo DNA integrado ao genoma das PSCs.

46.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o CAR compreende um dominio de sinalizacao intracelular, um dominio transmembranar
e um dominio extracelular compreendendo uma regido de ligacao ao antigeno.

47 Método, de acordo com a reivindicagdo 46, CARACTERIZADO pelo fato de
que os dominios de sinalizagao intracelular compreendem CD3 e CD28.

48.Método, de acordo com a reivindicagdo 46, CARACTERIZADO pelo fato de
que a regiao de ligagdo ao antigeno € um F(ab')2, Fab', Fab, Fv ou scFv.

49.Método, de acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
as PSCs sdao HLA homozigotas.

50.Método, de acordo com a reivindicacdo 49, CARACTERIZADO pelo fato de
que as PSCs homozigotas de HLA sdo homozigotas para um ou mais alelos dos loci HLA-

A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ.
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51.Método, de acordo com a reivindicacdo 49, CARACTERIZADO pelo fato de
que as PSCs homozigotas de HLA sdo homozigotas para dois dos alelos dos loci HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DP ou HLA-DQ.

52.Método, de acordo com a reivindicacdo 51, CARACTERIZADO pelo fato de
gue as PSCs homozigotas de HLA s&o homozigotas para HLA-A e HLA-B.

53.Método, de acordo com a reivindicacdo 49, CARACTERIZADO pelo fato de
que as PSCs homozigotas de HLA sao homozigotas para HLA-A, HLA-B e HLA-C.

54.Método para produzir células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) projetar PSCs para expressar um CAR, produzindo, assim, CAR-PSCs;

(b) cultivar as CAR-PSCs na presenca de blebistatina, um inibidor da GSK-3,
FGF2 e VEGF, gerando assim EBs;

(c) colocar em contato os EBs com BMP-4, VEGF e FGF2 para induzir a indugéo
de mesoderme;

(d) diferenciar os EBs na presenca do ligante Fit-3, IL3, SCF e TPO, produzindo
assim CDC* HPCs;

(e) diferenciar adicionalmente as CD34* HPCs em células T e/ou células NK; e

(f) expandir as células T e/ou células NK, em que a expansdo compreende
cocultura com células-alvo antigeno-especificas, produzindo desse modo células T e/ou
células NK efetoras antigeno-especificas.

55.Método, de acordo com a reivindicacdo 54, CARACTERIZADO pelo fato de
que o inibidor de GSK-3 é CHIR99021.

56.Método para produzir células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) projetar PSCs para expressar um CAR, produzindo, assim, PS-CAR;
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(b) cultivar CAR-PSCs individualizadas em uma superficie revestida com amina
na presenca de blebistatina, BMP4, VEGF e bFGF;

(c) iniciar a diferenciacdo colocando em contato os CAR-PSCs com BMP-4, VEGF
e FGF2;

(d) diferenciar adicionalmente as CAR-PSCs na presenca do ligante FIt-3, IL3,
IL6, SCF, TPO e heparina, produzindo assim HPCs;

(e) diferenciar as HPCs para células T e/ou células NK; e

(f) expandir as células T e/ou células NK, em que a expansdo compreende
cocultura com células-alvo antigeno-especificas, produzindo assim células T e/ou células
NK efetoras antigeno-especificas,

em que o0 método ndo compreende a formacéao de EBs.

57.Método para produzir células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) projetar PSCs para expressar um CAR, produzindo, assim, CAR-PSCs;

(b) diferenciar os CAR-PSCs das CD34+ HPCs;

(c) selecionar para CD34* CD43* HPCs;

(d) diferenciar adicionalmente as HPCs CD34* CD43* para células T e/ou células
NK; e

(e) expandir as células T e/ou células NK, em que a expansdo compreende
cocultura com células-alvo antigeno-especificas, produzindo assim células T e/ou células
NK efetoras antigeno-especificas.

58.Populagédo de células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas
CARACTERIZADA pelo fato de que é produzida de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 57.
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59.Composicao farmacéutica CARACTERIZADA pelo fato de que compreende as
células T e/ou células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 57.

60.Composicdo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende as células T
e/ou células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 57 para o tratamento de cancer em um individuo.

61.Método para tratamento de cancer em um individuo CARACTERIZADO pelo
fato de que compreende a administracdo de uma quantidade eficaz de células T e/ou
células NK efetoras antigeno-especificas produzidas de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 58 ao individuo.

62.Método, de acordo com a reivindicacdo 61, CARACTERIZADO pelo fato de
que o cancer expressa um antigeno tumoral e as células T e/ou células NK efetoras
antigeno-especificas sao direcionadas ao dito antigeno tumoral.

63.Método, de acordo com a reivindicacdo 61, CARACTERIZADO pelo fato de

que o individuo € humano.
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RESUMO
“CELULAS EFETORAS IMUNOLOGICAS ANTIGENO-ESPECIFICAS”
Sao aqui fornecidos métodos para a producdo de células T e células NK efetoras
antigeno-especificas a partir de células-tronco pluripotentes que expressam um receptor
de antigeno quimérico (CAR). Sao ainda aqui fornecidos métodos para a terapia celular

adotiva através da administragdo das células T efetoras e/ou células NK aqui fornecidas.
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