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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"RECEPTORES QUIMERICOS NKG2D TRUNCADOS E USOS DOS
MESMOS EM IMUNOTERAPIA DE CELULAS EXTERMINADORAS
NATURAIS".

PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério dos
E.U.A. N2 62/477,335, depositado em 27 de marco de 2017 e do Pedido
Provisério dos E.U.A. N.? 62/628,774, depositado em 9 de fevereiro de
2018. A totalidade de cada um dos pedidos acima listados € aqui
incorporada por referéncia.

INCORPORACAO POR REFERENCIA DE MATERIAL EM ARQUIVO
DE TEXTO ASCII

[002] Este pedido incorpora por referéncia a Listagem de
Sequéncias contida no seguinte arquivo de texto ASCIl sendo

submetido conjuntamente com este documento:

[003] a) Nome do arquivo: 44591144002Sequencelisting.txt;
criado em 27 de marco de 2018, 186 KB de tamanho.
ANTECEDENTES

[004] A emergéncia e persisténcia de muitas doencas é

caracterizada por uma resposta imune insuficiente a células aberrantes,
incluindo células malignas e infetadas com virus. A imunoterapia é o uso
e manipulacao do sistema imune do paciente para tratamento de varias
doencas.

SUMARIO

[005] A imunoterapia apresenta um novo avancgo tecnolégico no
tratamento de doencas, em que células imunes sao modificadas para
expressar certas moléculas alvejadoras e/ou efetoras que identificam e
reagem especificamente a células doentes ou danificadas. Isto
representa um avango promissor devido, a0 menos em parte, ao

potencial para alvejar especificamente células doentes ou danificadas,
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em oposigcao a abordagens mais tradicionais, tais como a quimioterapia,
em que todas as células sdo atingidas e o resultado desejado é o de
que suficientes células saudaveis sobrevivam para que 0 paciente
possa viver. Uma abordagem de imunoterapia € a expressao
recombinante de receptores quiméricos em células imunes para
alcancarem o reconhecimento alvejado e a destruicdo de células
aberrantes de interesse.

[006] Para tratar esta necessidade para especificamente alvejar e
destruir, desativar ou de outro modo tornar inertes células doentes ou
infetadas, sdo aqui previstos polinucleotideos, aminoacidos e vetores
que codificam receptores quiméricos que transmitem alvejamento e
citotoxicidade melhorados as células, tais como células exterminadoras
naturais. Estdo também previstos métodos para producao de células e
métodos de uso das células para alvejar e destruir células doentes ou
danificadas. Em varias modalidades, €& proporcionado um
polinucleotideo que codifica um receptor quimérico compreendendo um
dominio receptor extracelular e um dominio efetor compreendendo uma
regiao transmembranar e um dominio de sinalizag&do intracelular, em
que o dominio receptor extracelular compreende um peptideo que liga
ligantes nativos de membro D do Grupo de Exterminadores Naturais 2
(NKG2D), em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é um
fragmento de NKG2D.

[007] Em varias modalidades, € proporcionado um polinucleotideo
que codifica um receptor quimérico compreendendo um ou ambos de:
(@) um dominio receptor extracelular e (b) um dominio efetor
compreendendo uma regidao transmembranar € um dominio de
sinalizagao intracelular. Em varias modalidades, o dominio receptor
extracelular compreende um peptideo que liga ligantes nativos de
membro D do Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D). Em vérias

modalidades, o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D & um
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fragmento de NKG2D, por exemplo, um fragmento de NKG2D é
codificado por um polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 2.
Conforme divulgado aqui, sdo também usados fragmentos adicionais de
NKG2D, dependendo da modalidade. Em varias modalidades, o
dominio de sinalizacdo intracelular compreende CD3zeta. Em uma
modalidade, o CD3zeta é codificado por um polinucleotideo
compreendendo a SEQ ID NO. 13, porém, conforme aqui divulgado,
sequéncias que diferem de CD3zeta, mas partilham funcdo semelhante
podem também ser usadas, dependendo da modalidade.

[008] Em véarias modalidades, a regidao transmembranar do
dominio efetor compreende um dominio transmembranar CD8a. Em
uma modalidade, a regiao transmembranar do dominio efetor
compreende ainda uma regido de dobradica CD8a. Em varias
modalidades, a regido de dobradica CD8a é codificada por um
polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO: 5. Em vdrias
modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular compreende ainda
4-1BB. Em uma modalidade, o 4-1BB é codificado por um
polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 12, porém, conforme
aqui divulgado, sequéncias que diferem de 4-1BB, mas partilham funcao
semelhante podem também ser usadas, dependendo da modalidade.
[009] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a CD8a, 4-1BB e CD3z. Em vérias
modalidades, um tal receptor quimérico € codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO. 18. Em modalidades adicionais, o
receptor quimérico € codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 108, porém, conforme aqui divulgado, sequéncias que
diferem da SEQ ID NO. 108, mas partilham funcdo semelhante podem
também ser usadas, dependendo da modalidade. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO. 19.
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[0010] Em varias modalidades, qualquer dos receptores quiméricos
aqui divulgados pode também ser coexpresso com interleucina ligada a
membrana 15 (mbIL15). Em varias modalidades, a mblL15 €& codificada
por um polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 16. Em algumas
modalidades, a mbIL15 compreende uma sequéncia de aminoacido da
SEQ ID NO. 17. Outras sequéncias para mblL15 podem também ser
usadas, dependendo da modalidade. Em algumas modalidades, a
mblIL15 é expressa bicistronicamente no mesmo polinucleotideo que o
receptor quimérico. Em outras modalidades, a mbIL15 & coexpressa em
uma construcdo separada. Em varias modalidades, o dominio de
sinalizacao intracelular € ainda reforcado por acoplamento de sua
expressao com a da interleucina ligada a membrana 15 (mbIL15).

[0011] Em varias modalidades, o dominio efetor compreende ainda
um dominio OX-40. Em varias modalidades, o dominio OX-40 esta no
lugar da, ou adicionalmente a mblL15. Em varias modalidades, o
receptor quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a uma
dobradica CD8a, um dominio transmembranar CD8a, o dominio OX-40
e 0 CD3zeta. Em algumas modalidades, a construcdo de
polinucleotideo estd configurada para coexpressar bicistronicamente
mblL15. Em algumas dessas modalidades, a construgao de
polinucleotideo compreende um ou mais dos locais de clivagem (por
exemplo, local(is) de clivagem T2A, P2A, E2A, e/ou F2A) reconhecidos
e clivados por exemplo por uma protease citosélica. Em algumas
modalidades, a mbIL15 & acoplada ao receptor quimérico por um local
de clivagem de protease citosoélica. Em varias modalidades, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO.
90 acoplada a mblL15 codificada pela SEQ ID NO. 16 por um local de
clivagem de protease citosolica. Em varias modalidades, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO.
109 acoplada a mblL15 codificada pela SEQ ID NO. 16 por um local de
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clivagem de protease citosolica. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 91
e €& coexpresso com mblL15 compreendendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO. 17. Conforme aqui divulgado, as sequéncias
que diferem das SEQ ID NOs: 90, 91, 109, 16 e/ou 16, mas partilham
funcdo semelhante podem também ser usadas, dependendo da
modalidade.

[0012] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradi¢ca 1gG4, um dominio
transmembranar CD8a, o0 dominio OX-40 e o CD3zeta. Em algumas
modalidades, a construcdo de polinucleotideo esta configurada para
coexpressar bicistronicamente mblL15 com o receptor quimérico. Em
algumas dessas modalidades, a construcdao de polinucleotideo
compreende um ou mais dos locais de clivagem (por exemplo, local(is)
de clivagem T2A, P2A, E2A, e/ou F2A) reconhecidos e clivados por uma
protease citosolica. Em algumas modalidades, a mbIL15 € acoplada ao
receptor quimérico por um local de clivagem de protease citosélica. Em
varias modalidades, o receptor quimérico € codificado pela sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO. 100 acoplada a mblIL15 codificada
pela SEQ ID NO. 16 por um local de clivagem de protease citosolica.
Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO: 101 e é coexpressa com mblL15
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 17.
Conforme aqui divulgado, as sequéncias que diferem das SEQ ID NOs:
100, 101 e/ou 16, mas partilham funcdo semelhante podem também ser
usadas, dependendo da modalidade.

[0013] Em varias modalidades, sdo proporcionados métodos para
tratamento de cancer, compreendendo administrar a um sujeito que tem
um cancer uma composicao compreendendo uma célula Exterminadora

Natural (NK) expressando o receptor quimérico codificado pelos
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polinucleotideos descritos acima ou em outras partes deste documento.
[0014] Em uma modalidade, as células NK sao células autdlogas
isoladas de um paciente que tem um cancer ou uma doenca infecciosa.
Em modalidades adicionais, as células NK sao células alogénicas
isoladas de um doador.

[0015] Também aqui previsto estd o uso de um polinucleotideo
como descrito acima, ou em outras partes deste documento, no fabrico
de um medicamento para aumentar a citotoxicidade das células NK em
um mamifero que disso tenha necessidade. Em varias modalidades,
esta previsto o uso de um polinucleotideo como acima descrito, ou em
outras partes deste documento, no fabrico de um medicamento para o
tratamento ou a prevencao de cancer ou de uma doenca infecciosa em
um mamifero que disso tenha necessidade.

[0016] De acordo com varias modalidades, € proporcionado um
polinucleotideo que codifica um receptor quimérico, o receptor
quimérico compreendendo um dominio receptor extracelular, um
dominio efetor compreendendo uma regido transmembranar e um
dominio de sinalizac¢ao intracelular. Conforme discutido aqui em maior
detalhe, o dominio receptor extracelular serve para reconhecer e ligar
ligantes em uma célula-alvo. O dominio efetor serve para transmitir
sinais (ao ligar uma célula-alvo pelo dominio extracelular) que coloca
em movimento uma cascata de sinais que conduz a atividade citotdxica
contra a célula-alvo. De acordo com vdarias modalidades, o
polinucleotideo codifica um receptor quimérico que inesperadamente
proporciona citotoxicidade aumentada quando comparado com células
NK ndo modificadas.

[0017] Em véarias modalidades, o dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D). De acordo com varias

modalidades, o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D & um
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fragmento funcional de NKG2D (por exemplo, um truncamento,
fragmento ou porgdo de comprimento completo NKG2D. Tal como aqui
usados, os termos "fragmento", "truncamento" e "porcdo" devem
assumir seus significados usuais e devem também ser permutaveis
entre eles. Por exemplo, em véarias modalidades, o fragmento de
NKG2D é codificado por um polinucleotideo compreendendo um
fragmento da sequéncia SEQ ID NO: 1. Em varias modalidades, o
fragmento de NKG2D compreende a sequéncia da SEQ ID NO: 2,
enquanto em modalidades adicionais, o fragmento codificando NKG2D
€ codon otimizado e compreende, por exemplo, a sequéncia da SEQ ID
NO: 3. Em modalidades adicionais, o fragmento codificando NKG2D é
coédon otimizado e compreende, por exemplo, a sequéncia da SEQ ID
NO: 68.

[0018] Em véarias modalidades, o dominio efetor compreende um ou
mais dentre CD16, NCR1, NCR2, NCR3, 4-1BB, NKp80, CD3zeta e
2B4. Em varias modalidades, estes dominios efetores sdo acoplados a
CDS8 alfa.

[0019] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a CD16. Tal como aqui usado,
acoplamento deve assumir seu significado usual e deve também referir-
se a uma ligacao direta (por exemplo, um primeiro nucleotideo seguido
diretamente de um segundo nucleotideo) ou indireta (por exemplo,
sequéncias estdo enquadradas umas nas outras mas separadas por
nucleotideos intervenientes) de sequéncias de nucleotideos de uma
maneira que possibilita a expressdo das sequéncias de nucleotideos
em, por exemplo, um sistema de transcrigcao/tradugao in vitro, uma
célula hospedeira (por exemplo, in vitro e/ou in vivo). Em varias
modalidades, ‘"ligado" e “"acoplado” sao wusados de modo
interpermutavel. Em véarias modalidades, o receptor quimérico
NKG2D/CD16 é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID
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NO: 23. Em varias modalidades, o receptor quimérico NKG2D/CD16
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 24. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de
NKG2D acoplado a NCR1. Em varias modalidades, um tal receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
27. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 28.

[0020] Tal como discutido acima, em varias modalidades, o
fragmento NKG2D é acoplado a NCR2, e o receptor quimérico
resultante compreende pelo menos uma porcdo da sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 21. Varias modalidades preveem um
receptor quimérico compreendendo um fragmento de NKG2D acoplado
a NCR3. Em varias modalidades, o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 29, e o receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 30.

[0021] Tal como discutido em maior detalhe abaixo, combinactes
de dominios transmembranares e intracelulares sao usadas em varias
modalidades e preveem interacdes sinérgicas entre os componentes do
receptor quimérico e produzem efeitos citotdoxicos melhorados. Em
varias modalidades, o receptor quimérico compreende o fragmento de
NKG2D acoplado a um dominio CD16 transmembranar/intracelular e 4-
1BB. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende 0
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, a um dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB. Em véarias modalidades,
um tal receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico
da SEQ ID NO: 25. Em varias modalidades, o receptor quimérico
resultante compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 26.
[0022] Em véarias modalidades, NCR1 é usado em conjunto com o
fragmento NKG2D. Em varias modalidades, o fragmento NKG2D esta

ligado ao NCR1 apenas. Em modalidades adicionais, o receptor

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 14/196



9/122

quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a NCR1 e 4-
1BB. Em algumas destas modalidades, o receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido NCR1 da SEQ ID NO: 20.
[0023] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a CD8a, 4-1BB e CD3z. Em vérias
modalidades, um tal receptor quimérico NKG2D/CD8a/4-1bb/CD3z ¢é
codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 18. Em
varias modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO. 19.

[0024] Em varias modalidades, NCR3 ¢é incluido no receptor
quimeérico. Por exemplo, uma construgdo NKG2D/NCR3 esta prevista
em varias modalidades. O receptor quimérico resultante compreende
por isso a sequéncia de aminoacido NCR3 da SEQ ID NO: 22. Em vérias
modalidades, o receptor quimérico compreende uma construcao
NKG2D/NCR2/4-1BB ou uma construgcdo NKG2D/NCR3/4-1BB.

[0025] Em varias modalidades, estdo previstos ligantes, dobradicas
ou outros elementos de "espagamento” nas construcées de receptor
quimeérico. Por exemplo, em varias modalidades, o dominio efetor
compreende um ligante. Em varias modalidades, os polinucleotideos
codificam um ligante GS entre as por¢cdes da construgcao, por exemplo
entre qualquer um dentre 4-1BB, CD16, NCR1, NCR3, 2B4 ou NKp80.
Em varias modalidades, estdo previstos um ou mais ligantes GS, por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais. Em varias modalidades, esta previsto
um receptor quimérico compreendendo uma regido de dobradica.
Dependendo da localizagao dentro de uma construgao particular, uma
regido de dobradica pode ser sinbnimo de uma regido ligante e vice-
versa. Em véarias modalidades, a regido de dobradica é codificada pela
sequéncia de &acido nucleico da SEQ ID NO: 5. Em algumas
modalidades, a regiao de dobradica pode ser truncada para um

comprimento desejado e €, portanto, codificada por um fragmento da
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sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5. Em varias modalidades,
€ usado um motivo glicina-serina como dobradica. Em varias
modalidades, a regiao de dobradica compreende um motivo repetitivo
de glicina-serina que tem a sequéncia de aminoacido da (GGGGS)n
(SEQ ID NO: 31) onde n é o numero de repeticbes. Em vérias
modalidades, sao usadas 9 repeticOes, resultando em uma regiao de
dobradica compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:
33. Em varias modalidades, sdo usadas 3 repeticdes, resultando em
uma regidao dobradica compreendendo a sequéncia de aminoacido da
SEQ ID NO: 34.

[0026] Em varias modalidades, podem ser usadas duas moléculas
separadas como dobradica ou ligante, tais como a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 32 (CD8a/GS3). Em véarias modalidades,
sao usadas porcdes de um receptor beta adrenérgico como dobradica
ou ligante. Em varias modalidades, sdo usadas porcdes do receptor
beta-2 adrenérgico. Em uma modalidade, € usado um dominio
extracelular do receptor beta-2 adrenérgico, que é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 40. Em algumas
modalidades, € usada a primeira hélice transmembranar do receptor
beta-2 adrenérgico, que € codificada pela sequéncia de acido nucleico
da SEQ ID NO: 42. Dependendo da modalidade, estas duas porcdes de
receptor beta-2 adrenérgico sdo usadas em conjunto no receptor
quimérico. Em varias modalidades, o dominio receptor extracelular
compreende ainda um peptideo sinal CD8a, em que o peptideo sinal
compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 4. Outros
peptideos sinal sdo usados opcionalmente dependendo da modalidade.
Peptideos sinal podem ser utilizados em um formato multimérico, de
acordo com algumas modalidades.

[0027] Em varias modalidades, o dominio efetor compreende uma

ou mais sequéncias hemi-ITAM. Em algumas dessas modalidades, o
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hemi-ITAM compreende o motivo aminoacido DGYXXL (onde X é
qualquer aminoacido; SEQ ID NO: 14). Em algumas modalidades, sao
usados multiplos hemi-ITAM. Em varias modalidades, o hemi-ITAM
compreende NKp80. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende uma ou mais sequéncias ITSM. As sequéncias ITSM sao
usadas em conjunto com motivos hemi-ITAM em varias modalidades.
Em varias modalidades, o ITSM compreende o motivo aminoacido
S/TXYXXL/I (onde X € qualquer aminoacido; SEQ ID NO: 15). Em varias
modalidades, o efetor compreende um dominio 2B4.

[0028] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a um ligante GS3, uma dobradica
CD8a, a um dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB. Em
varias modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de
NKG2D acoplado a um ligante GS3, um  dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB. Em varias modalidades, o
receptor quimérico compreende um fragmento de NKG2D acoplado a
um dominio CD16 transmembranar/intracelular e 4-1BB. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de
NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio transmembranar
CD8a, 4-1BB e 2B4. Em varias modalidades, o receptor quimérico
compreende um fragmento de NKG2D acoplado a um dominio
extracelular beta-adrenérgico, um dominio transmembranar beta-
adrenérgico, 4-1BB e 2B4. Em varias modalidades, o receptor quimérico
compreende um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradiga
CD8a, um dominio transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4, um ligante GS3
e NKp80. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, um ligante GS3 e NKp80. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de

NKG2D, em que o fragmento é codificado por uma sequéncia que é

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 17/196



12/122

cédon otimizada acoplada a um ligante GS3, um fragmento adicional de
NKG2D, um dominio extracelular beta-adrenérgico, um dominio
transmembranar beta-adrenérgico, 4-1BB, um ligante GS3 adicional e
NKp80. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradica CD8a, um
dominio transmembranar CD8a, 4-1BB, um ligante GS3 adicional e
NKp80. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradica CD8a, um
dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de
NKG2D acoplado a wuma dobradiga CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD16, 4-1BB e 2B4. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de
NKG2D acoplado a wuma dobradiga CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD16, 4-1BB, um ligante GS3 e NKp80.
Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
fragmento de NKG2D que esta acoplado a uma dobradica CD8a e um
dominio transmembranar CD8a. Em varias modalidades, o efetor
compreende 4-1BB. Em algumas destas modalidades, o efetor
compreende 4-1BB opcionalmente em conjunto com um ou mais de
NKp80, 2B4, CD3zeta, Dap10, Dap12, CD28 ou outros dominios de
sinalizagdo aqui previstos). Em varias modalidades, o0 dominio efetor
compreende ainda CD3zeta. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende um dominio intracelular de 2B4. Em véarias modalidades, o
dominio efetor compreende ainda um dominio intracelular de DAP10.

[0029] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio

transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4 e CD3zeta. Em varias modalidades,
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o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 58. Em varias modalidades, o receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 59.

[0030] Adicionalmente, qualquer dos receptores quimeéricos aqui
divulgados pode também ser coexpresso com interleucina ligada a
membrana 15 (mblL15). Por exemplo, esta previsto em varias
modalidades um polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
compreendendo um dominio receptor extracelular, em que o dominio
receptor extracelular compreende um peptideo que liga ligantes nativos
de NKG2D, em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é
um fragmento de NKG2D, uma regido transmembranar, um dominio
efetor, o polinucleotideo sendo coexpresso com uma construcao
adicional codificando interleucina ligada a membrana 15 (mbIL15). Em
varias modalidades, os receptores quiméricos aqui discutidos sao
coexpressos com mblL-15. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende 4-1BB e CD3 zeta, e a regido transmembranar
compreende CD8a.

[0031] Em varias modalidades, os receptores quiméricos sao
modificados de modo a que eles ndo incluam proteina ativadora de
DNAX 10 (DAP10). Adicionalmente, em véarias modalidades, os
receptores quiméricos sao modificados de modo a que eles ndo incluam
um motivo ITAM.

[0032] Em varias modalidades, € proporcionado um polinucleotideo
que codifica um receptor quimérico compreendendo um, dois ou todos
dentre: (a) um dominio receptor extracelular compreendendo um
fragmento de NKG2D que liga ligantes nativos de NKG2D, (b) uma
regiao transmembranar, em que a regiao transmembranar compreende
CD8a, e (c) um dominio efetor, em que o dominio efetor compreende 4-
1BB e o dominio intracelular de 2B4 ou DAP10. Em varias modalidades,

o dominio efetor compreende 2B4 seguido de 4-1BB. Em modalidades
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adicionais, o0 dominio efetor compreende 4-1BB seguido de 2B4. Em
varias modalidades, o dominio efetor compreende DAP10 seguido de 4-
1BB. Em modalidades adicionai, o dominio efetor compreende 4-1BB
seguido de DAP10. Em varias modalidades, o receptor quimérico
compreende o fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradiga CD8a,
um dominio transmembranar CD8a, 4-1BB e DAP10. Em varias
modalidades, o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 60. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 61.
Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o fragmento
de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4 e DAP10. Em varias modalidades,
o dominio efetor compreende 4-1BB, seguido de DAP10, seguido de
2B4. Em varias modalidades, o receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 62. Em varias modalidades,
o receptor quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 63. Em varias modalidades, o dominio efetor compreende 4-
1BB, seguido de 2B4, seguido de DAP10. Em varias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 64. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 65.

[0033] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento coédon-otimizado de NKG2D acoplado a um dominio
efetor intracelular. Em varias modalidades, sdo utilizados multiplos
fragmentos de NKG2D, por exemplo, um fragmento adicional NKG2D
(opcionalmente codon otimizado) esta acoplado ao primeiro fragmento,
por exemplo, por um ligante GS3. Em varias modalidades, tais
receptores quiméricos compreendem ainda uma dobradica CD8a, um
dominio transmembranar CD8a, 4-1BB e CD3zeta. Em varias

modalidades, o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido
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nucleico da SEQ ID NO. 66. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 67.
Em varias modalidades, o polinucleotideo é coexpresso com uma
construcao adicional que codifica uma interleucina ligada a membrana
15 (mblL15).

[0034] Em varias modalidades, € proporcionado um polinucleotideo
que codifica um receptor quimérico compreendendo um dominio
receptor extracelular, compreendendo um fragmento de NKG2D que
liga um ligante nativo de NKG2D e esta codificado por um fragmento da
SEQID NO: 1, umaregiao transmembranar compreendendo uma regiao
transmembranar CD3zeta e um dominio efetor. Em varias modalidades,
€ proporcionado um polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
compreendendo um dominio receptor extracelular, compreendendo um
fragmento de NKG2D que liga um ligante nativo de NKG2D e esta
codificado pela SEQ ID NO. 2, uma regido transmembranar
compreendendo uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor. Em varias modalidades, é proporcionado um polinucleotideo que
codifica um receptor quimérico compreendendo um dominio receptor
extracelular, compreendendo um fragmento de NKG2D que liga um
ligante nativo de NKG2D e esta codificado pela SEQ ID NO. 3, uma
regiao transmembranar compreendendo uma regiao transmembranar
CD3zeta e um dominio efetor. Em varias modalidades, € proporcionado
um polinucleotideo que codifica um receptor quimérico compreendendo
um dominio receptor extracelular, compreendendo um fragmento de
NKG2D que liga um ligante nativo de NKG2D e esta codificado pela
SEQ ID NO. 68, uma regido transmembranar compreendendo uma
regido transmembranar CD3zeta e um dominio efetor. Em vérias
modalidades, fragmentos do NKG2D codificados por qualquer das SEQ
ID NO. 2, 3 ou 68 podem também ser usados. Em varias modalidades,

a regiao transmembranar CD3zeta compreende a sequéncia de
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aminoacido da SEQ ID NO: 69. Fragmentos da sequéncia da SEQ ID
NO: 69 sdo também usados, em varias modalidades, os fragmentos
detendo a capacidade de transduzir pelo menos cerca de 65%, cerca
de 75%, cerca de 85%, ou cerca de 95% da transducao do sinal de uma
subunidade CD3 zeta nativa (incluindo dimeros). Em varias
modalidades, o dominio receptor extracelular compreende ainda
residuos adicionais adjacentes a regido transmembranar CD3zeta. Em
varias modalidades, os aminoacidos adicionais sao residuos
extracelulares de uma sequéncia CD3zeta nativa. Em outras
modalidades, 0s aminoacidos adicionais s&o selecionados
aleatoriamente. Em varias modalidades, ha 2, 3, 4, 5,6, 8, 10, 150u 20
aminoacidos adicionais. Em varias modalidades, o dominio receptor
quimérico compreende uma regido de dobradica, a qual, em varias
modalidades, é uma dobradica CD8a codificada pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 5. Em véarias modalidades, a regidao de
dobradica é uma dobradica CD8a codificada por um fragmento da
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5. Dependendo da
modalidade, o fragmento é cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%,
cerca de 90%, cerca de 95% do comprimento da sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 5. Dependendo da modalidade, o fragmento é
cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de
95%, cerca de 98% ou cerca de 99% homdlogo a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 5. Em varias modalidades, o0 dominio receptor
extracelular compreende ainda um peptideo sinal CD8a, o qual,
dependendo da modalidade, pode compreender a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 4. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende 4-1BB. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende um dominio intracelular CD16. Em varias modalidades, o
dominio efetor compreende 4-1BB e CD16 (com qualquer das metades

sendo "primeira" vs. "segunda" na construcdo). Em varias modalidades,
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sao usadas repeticdes de um ou mais de 4-1BB e/ou CD16.

[0035] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é coédon otimizado e esta acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB. Em varias modalidades, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO.
78. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 79.

[0036] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo CD16 seguido de 4-1BB. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 71. Em varias modalidades, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO.
70.

[0037] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é coédon otimizado e esta acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB seguido de CD16, opcionalmente
acoplado por um ligante GS3. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 85.
Em varias modalidades, o receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 84.

[0038] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado e esta acoplado a um
ligante GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradi¢a CD8a,
uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio efetor
compreendendo CD16 e 4-1BB. Em varias modalidades, o receptor

quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO.
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72. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 73.

[0039] Em varias modalidades, o dominio efetor inclui NKp80. Em
varias modalidades, o dominio efetor € NKp80. Em varias modalidades,
o receptor quimérico compreende um fragmento de NKG2D que esta
acoplado a uma dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta
e um dominio efetor compreendendo um CD16, 4-1BB e NKp80 e,
opcionalmente, incluindo um ligante GS3. Em véarias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 74. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 75. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende o fragmento de NKG2D
que é cdédon otimizado e esta acoplado a um ligante GS3, um fragmento
adicional de NKG2D (opcionalmente cdédon otimizado), uma dobradica
CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio efetor
compreendendo CD16, 4-1BB e NKp80, e opcionalmente incluindo um
ligante GS3. Em varias modalidades, o receptor quimérico € codificado
pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 76. Em vérias
modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 77. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende um fragmento de NKG2D que é codon otimizado
e esta acoplado a uma dobradica CD8a, uma regido transmembranar
CD3zeta e um dominio efetor compreendendo 4-1BB e NKp80 e,
opcionalmente, incluindo um ligante GS3. Em véarias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 82. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 83.

[0040] Em varias modalidades, o dominio efetor compreende
CD3zeta. Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um

fragmento de NKG2D que € codon otimizado e estd acoplado a uma
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dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB e CD3zeta. Em varias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 80. Em varias modalidades, o receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 81.

[0041] Em varias modalidades, o dominio efetor compreende FcRy.
Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, uma regiao
transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo 4-1BB
e FcRy. Em varias modalidades, o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 86. Em varias modalidades,
o receptor quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 87.

[0042] Em varias modalidades, o dominio efetor compreende CD28.
Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, uma regiao
transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo CD28 e
CD3zeta. Em véarias modalidades, o receptor quimérico é codificado
pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 102. Em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 103.

[0043] Em véarias modalidades, o dominio efetor compreende um
ligante GS3.
[0044] Em varias modalidades, os polinucleotideos aqui divulgados

sa0 coexpressos com interleucina ligada a membrana 15 (mblL15).

[0045] Em varias modalidades, um polinucleotideo que codifica um
receptor quimérico compreendendo um dominio receptor extracelular
compreendendo um fragmento de NKG2D que é capaz de ligar um
ligante nativo de NKG2D e esta codificado por um fragmento de
qualquer uma das sequéncias da SEQ ID NO: 1, da SEQ ID NO. 2, da
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SEQID NO. 3, ou SEQ ID NO. 68, e um dominio efetor compreendendo
uma regidao transmembranar € um dominio de sinalizagao intracelular.
Em varias modalidades, € proporcionado um polinucleotideo que
codifica um receptor quimérico compreendendo um dominio receptor
extracelular, compreendendo um fragmento de NKG2D que é capaz de
ligar um ligante nativo de NKG2D e estéa codificado por (i) um fragmento
da sequéncia da SEQ ID NO: 1, (ii) a sequéncia da SEQ ID NO. 2, (iii) a
sequéncia da SEQ ID NO. 3, ou (iv) a sequéncia da SEQ ID NO. 68, e
um dominio efetor compreendendo uma regido transmembranar e um
dominio de sinalizacdo intracelular. Em varias modalidades, um
polinucleotideo que codifica um receptor quimérico compreendendo um
dominio receptor extracelular compreendendo um fragmento de NKG2D
que é capaz de ligar um ligante nativo de NKG2D e esta codificado pela
sequéncia da SEQ ID NO: 2, e um dominio efetor compreendendo uma
regidao transmembranar e um dominio de sinalizagao intracelular. Em
varias modalidades, um polinucleotideo que codifica um receptor
quimérico compreendendo um dominio receptor extracelular
compreendendo um fragmento de NKG2D que é capaz de ligar um
ligante nativo de NKG2D e esta codificado pela sequéncia da SEQ ID
NO: 3, e um dominio efetor compreendendo uma regido
transmembranar e um dominio de sinalizagao intracelular. Em varias
modalidades, um polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
compreendendo um dominio receptor extracelular compreendendo um
fragmento de NKG2D que é capaz de ligar um ligante nativo de NKG2D
e esta codificado por um fragmento da sequéncia da SEQ ID NO. 68, e
um dominio efetor compreendendo uma regido transmembranar e um
dominio de sinalizacao intracelular. Em varias modalidades, o dominio
receptor extracelular compreende uma regidao de dobradica. Em varias
modalidades, a regido de dobradica € uma dobradica CD8a codificada

pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5 ou, opcionalmente,
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um fragmento da sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5 (por
exemplo, um fragmento tendo cerca de 75%, cerca de 85%, cerca de
95% de homologia com a SEQ ID NO: 5). Em varias modalidades, a
regido de dobradica € uma dobradica de Imunoglobulina G4 (IgG4)
codificada pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 104. Em
varias modalidades, a regido de dobradica é uma dobradica de
Imunoglobulina G4 (IgG4) codificada por um fragmento da sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 104 (por exemplo, um fragmento tendo
cerca de 75%, cerca de 85%, cerca de 95% de homologia com a SEQ
ID NO: 104). Em varias modalidades, o dominio receptor extracelular
compreende ainda um peptideo sinal CD8a, em que o peptideo sinal
compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 4. Em vérias
modalidades, o dominio efetor compreende pelo menos um dos
dominios de sinalizacdo selecionados do grupo constituido por OX40
(CD134), CD3zeta, 4-1BB, CD28 € DAP12. Em varias modalidades, o
dominio transmembranar do receptor quimérico compreende um
dominio transmembranar CD8. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende IL-15 ligada (opcionalmente por um ligante GS3)
ao fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB e CD3z. Em varias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 88. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 89.

[0046] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica IgG4, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB e CD3zeta. Em varias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 96. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 97.

[0047] Em varias modalidades, o dominio efetor compreende OX40.
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Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o fragmento
de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, OX40 e CD3z. Em varias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 90. Em varias modalidades, o receptor quimérico &
codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 109. Em
varias modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 91. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende um fragmento de NKG2D acoplado a uma
dobradica IgG4, um dominio transmembranar CD8a, OX40 e CD3zeta.
Em varias modalidades, o receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 100. Em vdrias
modalidades, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 101.

[0048] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um dominio transmembranar/intracelular CD28. Em vérias
modalidades, o receptor quimérico compreende o fragmento de NKG2D
acoplado a uma dobradica CD8a, a um  dominio
transmembranar/intracelular CD28 e CD3zeta. Em véarias modalidades,
o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 92. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 93.

[0049] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD28, 4-1BB e CD3zeta. Em varias
modalidades, o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 94. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 95.
[0050] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende

um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica IgG4, um dominio
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transmembranar/intracelular CD28 e CD3zeta. Em véarias modalidades,
o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 98. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 99.

[0051] Em véarias modalidades, o dominio efetor compreende um
ligante GS3. Em varias modalidades, os polinucleotideos aqui
divulgados estao configurados para serem coexpressos (seja no mesmo
polinucleotideo, seja em outro polinucleotideo) com interleucina ligada
a membrana 15 (mblL15).

[0052] Qualquer dos receptores quiméricos pode opcionalmente
incluir um dominio receptor extracelular que inclui um segundo peptideo
que liga ligantes nativos de NKG2D. Em varias modalidades, o segundo
peptideo € homéblogo a NKG2D, enquanto em outras modalidades, o
segundo peptideo € heterblogo relativamente ao NKG2D. Se o receptor
quimeérico incluir um dominio receptor extracelular dimerizado, os
dominios receptores extracelulares podem reconhecer pelo menos 0s
seguintes ligantes nativos de NKG2D: MICA, MICB, ULBP1, ULBP2,
ULBP3, ULBP4, ULBP5 ou ULBPS6.

[0053] Tal como descrito abaixo em maior detalhe, variantes
funcionais dos dominios de ligacao a ligantes de NKG2D sao utilizadas
em varias modalidades. Por exemplo, o peptideo que liga ligantes
nativos de NKG2D tem, em varias modalidades, pelo menos 80% de
homologia com a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, ou SEQ
ID NO: 68. Em varias modalidades, o peptideo que liga ligantes nativos
de NKG2D tem pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, ou pelo menos 95% de homologia
com a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, ou SEQ ID NO: 68.
[0054] Adicionalmente, estdo aqui previstos, em varias
modalidades, vetores para a expressao dos receptores quiméricos. Em

varias modalidades, os polinucleotideos aqui previstos sdo mRNA e
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podem incluir uma ligacdo operavel a pelo menos elemento regulador
para a expressao do receptor quimérico. Em varias modalidades, os
polinucleotideos incluem ainda um ou mais sitios internos de entrada do
ribossomo (IRES). Em véarias modalidades, o vetor é um retrovirus.

[0055] Estdo também previstas, em varias modalidades, células
exterminadoras naturais modificadas que expressam qualquer uma das
construgbes de receptor quimérico aqui divulgadas, as células NK
modificadas apresentando efeitos citotoxicos melhorados contra
células-alvo. Efeitos citotdxicos melhorados incluem, mas nao estao
limitados a, maior afinidade para células-alvo (por exemplo, cancerosas)
quando comparadas com células normais (por exemplo, nao
cancerosas), um maior efeito exterminador dirigido contra células-alvo,
efeitos fora do alvo reduzidos, duracdo dos efeitos -citotoxicos
aumentada, mais citotoxicidade eficaz e semelhantes. Esses efeitos
melhorados podem ser identificados através do uso de varios ensaios
de citotoxicidade in vitro (por exemplo, medicao de produgao de citocina,
etc.), medicdo de morte de células-alvo, ou através de varios resultados
clinicos (por exemplo, reducdo da carga tumoral). Em varias
modalidades, as células NK modificadas sao células autdélogas isoladas
de um paciente. Em modalidades adicionais, as células NK modificadas
sdo geradas a partir de células alogénicas isoladas de um doador.
Essas células NK modificadas tal como aqui divulgadas sdo usadas, em
varias modalidades, para aumentar a citotoxicidade de células NK em
um mamifero que disso tenha necessidade, por administracdo das
células NK. Estas células NK modificadas sdo usadas em varias
modalidades para o tratamento ou a prevencdo de cancer ou uma
doenca infecciosa em um mamifero. Os polinucleotideos que codificam,
0s vetores que carregam e as células NK que expressam 0s varios
receptores quimeéricos aqui divulgados podem também ser usados, em

varias modalidades, no fabrico de um medicamento para aumentar a
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citotoxicidade de células NK (por exemplo, para tratar ou prevenir
cancer ou uma doenca infecciosa). Em varias modalidades, as
construgbes de receptor quimérico aqui divulgadas ndao aumentam
significativamente a citotoxicidade das células NK modificadas contra
células normais e, como aqui descrito, sdo vantajosamente melhoradas
quando comparadas com células NK nao modificadas. Em varias
modalidades, é proporcionado um polinucleotideo que codifica um
receptor quimérico compreendendo um dominio receptor extracelular,
uma regido transmembranar, e um dominio efetor. Em varias
modalidades, o dominio receptor extracelular compreende um peptideo
que liga ligantes nativos de membro D do Grupo de Exterminadores
Naturais 2 (NKG2D), em que o peptideo que liga ligantes nativos de
NKG2D é um fragmento de NKG2D. Véarias modalidades referem-se a
um polinucleotideo que codifica um receptor quimérico compreendendo:
(a) um dominio receptor extracelular, em que o referido dominio receptor
extracelular compreende um peptideo que liga ligantes nativos de
membro D do Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D), em que o
peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é um fragmento de
NKG2D, em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo: (i) um fragmento da sequéncia da SEQ
ID NO: 1, (ii) a sequéncia da SEQ ID NO. 2, (iii) a sequéncia da SEQ ID
NO. 3, ou (iv) a sequéncia da SEQ ID NO. 68, (b) uma regido
transmembranar, e (¢) um dominio efetor.

[0056] Em varias modalidades, € proporcionado um polinucleotideo
que codifica um receptor quimérico compreendendo: (a) um dominio
receptor extracelular, em que o referido dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D), em que o peptideo que
liga ligantes nativos de NKG2D é um fragmento de NKG2D, em que o

fragmento de NKG2D ¢é codificado por um polinucleotideo
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compreendendo: (i) um fragmento da sequéncia da SEQ ID NO: 1, (ii) a
sequéncia da SEQ ID NO. 2, (iii) a sequéncia da SEQ ID NO. 3, (iv) ou
a sequénciada SEQ ID NO. 68; e (b) um dominio efetor compreendendo
uma regiao transmembranar e um dominio de sinalizac¢ao intracelular.

[0057] Em varias modalidades, a regido transmembranar
compreende uma regidao transmembranar CD3zeta. Em vdrias
modalidades, a regiao transmembranar CD3zeta compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 69. Em varias modalidades, a
regido transmembranar compreende CD8a. Em véarias modalidades, o
dominio efetor compreende 4-1BB, um dominio intracelular de 2B4,
NKp80, um dominio intracelular CD16, um Receptor de Disparo de
Citotoxicidade Natural 1 (NCR1), um Receptor de Disparo de
Citotoxicidade Natural 2 (NCR2), um Receptor de Disparo de
Citotoxicidade Natural 3 (NCR3) e/ou um dominio intracelular de
DAP10. Em uma modalidade, o dominio efetor compreende 4-1BB e
CD16. Em varias modalidades, o dominio efetor compreende 4-1BB e
CD3 zeta. Em varias modalidades, o dominio efetor compreende 4-1BB
e um dominio intracelular de 2B4 ou DAP10. Em varias modalidades, o
dominio efetor compreende 2B4 seguido de 4-1BB enquanto em outras
modalidades o dominio efetor compreende 4-1BB seguido de 2B4. Em
varias modalidades, o dominio efetor compreende DAP10 seguido de 4-
1BB. Em varias modalidades, o dominio efetor compreende 4-1BB
seguido de DAP10. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende ainda CD3zeta. Em varias modalidades, o dominio efetor
compreende pelo menos um dominio de sinalizagdo selecionado do
grupo constituido por OX40 (CD134), CD3zeta, 4-1BB, CD28 € DAP12.
Em varias modalidades, o dominio efetor compreende uma ou mais
sequéncias hemi-ITAM. Em varias modalidades, o hemi-ITAM
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 14. Em varias

modalidades, o hemi-ITAM compreende a sequéncia de aminoacido da
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SEQ ID NO. 37. Em vérias modalidades, o dominio efetor compreende
uma ou mais sequéncias ITSM. Em varias modalidades, o ITSM
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 15 ou a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 35.

[0058] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4 e CD3zeta. Em uma modalidade, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO: 58. Em uma modalidade, o receptor quimérico compreende
a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 59. Em varias modalidades,
o receptor quimérico compreende um fragmento de NKG2D acoplado a
uma dobradica CD8a, um dominio transmembranar CD8a, 4-1BB e
DAP10. Em varias modalidades, o receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 60 e compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 61.

[0059] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4 e DAP10. Em vérias modalidades,
o dominio efetor compreende 4-1BB, seguido de DAP10, seguido de
2B4. Em algumas modalidades, o receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 62 e o receptor quimérico
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 63. Em varias
modalidades, o dominio efetor compreende 4-1BB, seguido de 2B4,
seguido de DAP10. Em véarias modalidades, o receptor quimérico é
codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 64 e o
receptor quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO: 65.

[0060] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado a um ligante

GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, um
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dominio transmembranar CD8a, 4-1BB e CD3zeta. Em uma
modalidade, o receptor quimérico € codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 66. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 67.
[0061] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB, € codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 78 e/ou compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 79.

[0062] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo CD16 seguido de 4-1BB. Em varias
modalidades, o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 70 e/ou compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 71.

[0063] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB seguido de um ligante GS3 e CD16. Em
uma modalidade, o receptor quimérico compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 85 e/ou é codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 84.

[0064] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, uma
regiao transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo
um CD16 e 4-1BB. Em uma modalidade, o receptor quimérico €&

codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 72 e/ou
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compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 73.

[0065] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
IL-15 ligada por um ligante GS3 ao fragmento de NKG2D acoplado a
uma dobradica CD8a, um dominio transmembranar CD8a, 4-1BB e
CD3zeta, é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
88 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 89.
[0066] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica IgG4, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB e CD3zeta ¢é codificado pela sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO: 96 e/ou compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 97.

[0067] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, OX40 e CD3z, é codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 90 e/ou compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 91.

[0068] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradi¢ca 1gG4, um dominio
transmembranar CD8a, OX40 e CD3zeta, é codificado pela sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO: 100 e/ou compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 101.

[0069] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD28, e CD3zeta, é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 92 e/ou compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 93.

[0070] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD28, 4-1BB, e CD3zeta, € codificado pela

sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 94 e/ou compreende a
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sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 95.

[0071] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica IgG4, um dominio
transmembranar/intracelular CD28 e CD3zeta, € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 98 e/ou compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 99.

[0072] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, uma regiao
transmembranar CD3zeta € um dominio efetor compreendendo um
CD16, 4-1BB, um ligante GS3 e NKp80. Em uma modalidade, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
74 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 75.
[0073] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, uma
regiao transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo
CD16, 4-1BB, um ligante GS3 e NKp80. Em uma modalidade, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
76 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 77. Em
varias modalidades, o receptor quimérico compreende um fragmento de
NKG2D que é cddon otimizado acoplado a uma dobradica CD8a, uma
regiao transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo
4-1BB, um ligante GS3 e NKp80. Em uma modalidade, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
82 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 83.
[0074] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB e CD3zeta. Em uma modalidade, o

receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
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SEQ ID NO: 80 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 81.

[0075] Dependendo da modalidade, o dominio efetor também pode
compreender FcRy. Por exemplo, em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende um fragmento de NKG2D acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB e FcRy. Em uma modalidade, o receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
86 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 87.
[0076] Dependendo da modalidade, o dominio efetor também pode
compreender CD28. Por exemplo, em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende um fragmento de NKG2D acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo CD28 e CD3zeta. Em varias modalidades, o
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da

SEQ ID NO. 102 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ

ID NO: 103.
[0077] Em véarias modalidades, o dominio efetor compreende um
ligante GS3.
[0078] Em véarias modalidades, o dominio receptor extracelular

compreende ainda um peptideo sinal CD8a, em que o peptideo sinal
compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 4. Em vérias
modalidades, o dominio receptor extracelular compreende ainda 2
residuos extracelulares de CD3zeta diretamente adjacentes a regido
transmembranar CD3zeta. Em véarias modalidades, o0 dominio receptor
extracelular compreende um peptideo sinal CD8a, em que o peptideo
sinal compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 4.

[0079] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um ou mais ligantes GS3. Em varias modalidades, o dominio receptor

quimérico compreende uma regido de dobradica. Em varias
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modalidades, a regido de dobradica € codificada pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 5, enquanto em outras modalidades, a
regido de dobradica é codificada por um fragmento da sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 5. Em véarias modalidades, a regidao de
dobradica € uma dobradica CD8a. Em varias modalidades, a regido de
dobradica compreende um motivo repetitivo de glicina-serina que tem a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 31. Em varias modalidades, a
regidao de dobradica compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 32 e em algumas modalidades, a regido de dobradica
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 33. Em
modalidades adicionais, a regido de dobradica € codificada pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 34. Em vdrias
modalidades, a regiao de dobradica compreende uma porgao do
receptor beta-adrenérgico. Em algumas dessas modalidades, a regiao
de dobradica € codificada pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID
NO: 40. Em modalidades adicionais, a regido de dobradica é codificada
pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 42. Em varias
modalidades, a regido de dobradica € uma dobradica de Imunoglobulina
G4 (lgG4) codificada pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
104. Em varias modalidades, a regido de dobradica € uma dobradica de
Imunoglobulina G4 (IgG4) codificada por um fragmento da sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 104. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a uma
dobradica CD8a e um dominio transmembranar CD8a.

[0080] Em uma modalidade, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a CD16, é codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 23 e/ou compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 24. Em uma modalidade, o receptor
quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a NCR1. Em

algumas dessas modalidades, o receptor quimérico é codificado pela
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sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 27 e/ou compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 28. Em varias modalidades, o
receptor quimérico compreende pelo menos uma por¢ao da sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO: 21. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a NCR3, em
diversas modalidades € codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 29 e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO. 30.

[0081] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a um dominio CD16
transmembranar/intracelular e 4-1BB. Em varias modalidades, o
receptor quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a uma
dobradica CD8a, um dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-
1BB, é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 25
e/ou compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 26.
[0082] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a NCR1 e 4-1BB, em que o receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido NCR1 da SEQ ID
NO: 20.

[0083] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a CD8a, 4-1BB e CD3z, é codificado
pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 18 e/ou compreende
a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 19.

[0084] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a NCR3 e 4-1BB, e em que o NCR3
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 22. Em uma
modalidade, o receptor quimérico compreende um ou mais dentre o
dominio transmembranar/intracelular NCR1 da SEQ ID NO: 20 ou o
dominio transmembranar/intracelular NCR3 da SEQ ID NO: 22.

[0085] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
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fragmento de NKG2D acoplado a um ligante GS3, uma dobradica CD8a,
a um dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB. Em varias
modalidades, o receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 43. Em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende o fragmento de NKG2D acoplado a um ligante
GS3, um dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB. Em uma
modalidade, o receptor quimérico € codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 44.

[0086] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a um dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB e é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 45.

[0087] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB e 2B4 e ¢ codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 46.

[0088] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a um dominio extracelular beta-
adrenérgico, um dominio transmembranar beta-adrenérgico, 4-1BB e
2B4, e é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
47.

[0089] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4, um ligante GS3 e NKp80 e é
codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 48.

[0090] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, um ligante GS3 e NKp80 e é codificado
pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 49.

[0091] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
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fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, um dominio extracelular beta-
adrenérgico, um dominio transmembranar beta-adrenérgico, 4-1BB, um
ligante GS3 adicional e NKp80 e é codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 50.

[0092] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, um
dominio transmembranar CD8a, 4-1BB, um ligante GS3 adicional e
NKp80 e é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
51.

[0093] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, um
dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB e é codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 52.

[0094] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD16, 4-1BB e 2B4 e € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 53.

[0095] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende o
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD16, 4-1BB, um ligante GS3 e NKp80 e
é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 54.
[0096] Em véarias modalidades, as construcbes de receptor
quimérico sao codificadas por um polinucleotideo que codifica um
receptor quimérico em que o dominio receptor extracelular compreende
um segundo peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D, (por
exemplo, um ou mais dentre MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3,
ULBP4, ULBP5 ou ULBP6. Dependendo da modalidade, o peptideo que
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liga ligantes nativos de NKG2D tem pelo menos 80% de homologia com
a SEQ ID NO: 1, SEQID NO: 2, ou SEQ ID NO. 3.

[0097] Em varias modalidades, o polinucleotideo é coexpresso com
uma construcdo adicional que codifica uma interleucina ligada a
membrana 15 (mblL15). Em varias modalidades, o receptor quimérico &€
codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 18. Em
varias modalidades, o receptor quimérico € codificado pela sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO: 19.

[0098] De acordo com varias modalidades, o receptor quimeérico
nao compreende proteina ativadora de DNAX 10 (DAP10) e/ou o
receptor quimérico nao codifica um motivo de ativacdo do
imunorreceptor baseado em tirosina (ITAM).

[0099] Em varias modalidades, os polinucleotideos aqui divulgados
sdo mRNA. Adicionalmente, em varias modalidades, o polinucleotideo
aqui divulgado esta ligado de modo operacional a pelo menos um
elemento regulador para a expressao do receptor quimérico.

[00100] Estdo também aqui previstos vetores que compreendem o0s
polinucleotideos aqui divulgados. Em varias modalidades, o
polinucleotideo estd ligado de modo operacional a pelo menos um
elemento regulador para expressao do receptor quimeérico. Em varias
modalidades, o vetor € um retrovirus.

[00101] Estdo também aqui previstas células exterminadoras
naturais geneticamente modificadas compreendendo qualquer um ou
mais dentre o0s polinucleotideos aqui divulgados. Em varias
modalidades, as células exterminadoras naturais sdo para uso autélogo,
enquanto em algumas modalidades elas sdo para uso alogénico.
[00102] Estdo também aqui previstos métodos para aumentar a
citotoxicidade de células NK em um mamifero que disso tenha
necessidade, compreendendo administrar ao mamifero células NK, em

que as referidas células NK expressam um receptor quimérico
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codificado por um polinucleotideo aqui divulgado.

[00103] Adicionalmente, sao proporcionados métodos para
tratamento ou prevencao de cancer ou de uma doenca infecciosa em
um mamifero que disso tenha necessidade, o referido método
compreendendo administrar ao referido mamifero uma quantidade
terapeuticamente eficaz de células NK, em que as referidas células NK
expressam um receptor quimérico codificado por um polinucleotideo
aqui divulgado. Tal como acima divulgado, as células NK podem ser
alogénicas ou autdlogas.

[00104]  E também aqui proporcionado um uso de um polinucleotideo
como aqui divulgado no fabrico de um medicamento para aumentar a
citotoxicidade das células NK em um mamifero que disso tenha
necessidade. Ademais, € proporcionado um uso de um polinucleotideo
no fabrico de um medicamento para o tratamento ou a prevencao de
cancer ou de uma doenga infecciosa em um mamifero que disso tenha
necessidade.

[00105] Também é proporcionado o uso de um vetor compreendendo
um polinucleotideo aqui divulgado no fabrico de um medicamento para
aumentar a citotoxicidade das células NK em um mamifero que disso
tenha necessidade. Também & proporcionado o uso de um vetor
compreendendo um polinucleotideo aqui divulgado no fabrico de um
medicamento para o tratamento ou a prevencao de cancer ou de uma
doenca infecciosa em um mamifero que disso tenha necessidade.
[00106] Também € proporcionado o uso de uma célula
exterminadora natural geneticamente modificada isolada que expressa
um receptor quimérico tal como aqui divulgado para aumentar a
citotoxicidade das células NK em um mamifero que disso tenha
necessidade. Também ¢é proporcionado o uso de uma célula
exterminadora natural geneticamente modificada isolada que expressa

um receptor quimérico tal como aqui divulgado para o tratamento ou a

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 43/196



38/122

prevencao de cancer ou de uma doenca infecciosa em um mamifero
que disso tenha necessidade.

[00107] Ascomposi¢des e métodos relacionados sumarizados acima
e estabelecidos em maior detalhe abaixo descrevem certas agdes
tomadas por um clinico; todavia, deve ser entendido que eles podem
também incluir a instrucdo dessas acdes por outra parte. Assim, acdes
tais como "administrar uma populacao de células NK que expressam um
receptor quimérico" incluem "instruir a administracao de uma populagao
de células NK que expressam um receptor quimérico".

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00108] As descricdes das figuras abaixo estdo relacionadas com
experimentos e resultados que representam modalidades nao
limitativas das invencdes aqui divulgadas.

[00109] As FIGURAS 1A-1C mostram representacdes esquematicas
dos receptores quiméricos de acordo com varias modalidades aqui
divulgadas. A FIGURA 1A mostra o NKG2D enddgeno, a FIGURA 1B
mostra NKG2D-DAP10-CD3(, e a FIGURA 1C mostra NKG2D-41BB-
CDa3¢.

[00110] As FIGURAS 2A-2B mostram representacdes esquematicas
dos receptores quiméricos de acordo com varias modalidades aqui
divulgadas. A FIGURA 2A mostra NKG2D-CD16 e a FIGURA 2B mostra
NKG2D-CD16-41BB.

[00111] As FIGURAS 3A-3B mostram mapas de plasmideos
ilustrando 0 ponto de insercao de certas construcées de acordo com
varias modalidades nos plasmideos, € ilustrado um plasmideo de Virus
de Células Estaminais de Murino (MSCV). A FIGURA 3A mostra
construcdes de gene para NKG2D-DAP10-CD3C e NKG2D-41BB-CD3¢
que foram inseridas nos sitios de restricdo EcoRI e Notl, com remocéao
da sequéncia IRES-GFP no vetor. A FIGURA 3B mostra os plasmideos
para NKG2D-CD16 e NKG2D-CD16-41BB que foram inseridos nos
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sitios de restricdo EcoRI e Xhol localizados no sitio de clonagem
multipla (MCS). A sequéncia IRES-GFP no vetor possibilita o
rastreamento da eficiéncia de transducao.

[00112] As FIGURAS 4A-4C mostram dados relacionados com a
expressao de NKG2D-DAP10-CD3 e NKG2D-41BB-CD3( em células
NK. A FIGURA 4A mostra dados de citometria de fluxo ilustrando a
percentagem de células NK com NKG2D-positivo ap6s a transducéo. A
FIGURA 4B mostra um gréafico de pontos resumindo a percentagem de
células NK com NKG2D-positivo. A FIGURA 4C mostra dados
relacionados com a intensidade média de fluorescéncia (MFI) em um
grupo diferente de células NK apés a transducao.

[00113] As FIGURAS 5A-5C mostram dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcdes geradas a partir de células NK do
Doador 1, Doador 2, e Doador 3 (FIGURAS 5A, 5B e 5C,
respectivamente) contra células REH cultivadas.

[00114] As FIGURAS 6A-6C mostram dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcdes geradas a partir de células NK do
Doador 1, Doador 2, e Doador 3 (FIGURAS 6A, 6B e 6C,
respectivamente) contra células U-2 OS cultivadas.

[00115] As FIGURAS 7A-7B mostram dados relacionados com a
producdo de interferon-gama por células NK que expressam varias
construgcdes NKG2D na presenca e na auséncia de estimulacdo com
células REH. A FIGURA 7A mostra a quantidade relativa de IFNy nos
diferentes grupos de células NK com ou sem estimulagao por células
REH. A FIGURA 7B mostra niveis de IFNy entre diferentes grupos de
células NK apéds estimulacao (valores medianos representados).
[00116] As FIGURAS 8A-8C mostram dados relacionados com a
expressao de NKG2D-DAP10-CD3C e NKG2D-CD16 em células NK. A
FIGURA 8A mostra dados de citometria de fluxo ilustrando a

percentagem de células NK com NKG2D-positivo ap6s a transducéo. A
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FIGURA 8B mostra um gréafico de pontos resumindo a percentagem de
células NK com NKG2D-positivo. A FIGURA 8C mostra dados
relacionados com a intensidade média de fluorescéncia (MFI) em um
grupo diferente de células NK apés a transducao.

[00117] As FIGURAS 9A-9C mostram dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcdes geradas a partir de células NK de
3 doadores (FIGURAS 9A, 9B e 9C, respectivamente) contra células
REH cultivadas.

[00118] As FIGURAS 10A-10C mostram dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcdes geradas a partir de células NK de
3 doadores (FIGURAS 10A, 10B e 10C, respectivamente) contra células
U-2 OS cultivadas.

[00119] A FIGURA 11 mostra dados relacionados com a producao
de interferon-gama por células NK que expressam varias construcdes
NKG2D na presenca e na auséncia de estimulacao com células REH.
[00120] As FIGURAS 12A-12B mostram dados relacionados com a
expressao de NKG2D-DAP10-CD3C e NKG2D-CD16-41BB em células
NK. A FIGURA 12A mostra dados de citometria de fluxo ilustrando a
percentagem de células NK com NKG2D-positivo ap6s a transducéo. A
FIGURA 12B mostra um histograma relacionado com a quantidade
relativa de expressao de superficie das varias construcbes em células
NK.

[00121] As FIGURAS 13A-13B mostram dados relacionados com o
grau de citotoxicidade das varias construcbes NKG2d. A FIGURA 13A
mostra o grau de citotoxicidade contra células REH cultivadas. A
FIGURA 13B mostra o grau de citotoxicidade contra células U20S
cultivadas.

[00122] A FIGURA 14 representa esquematicamente mapas de
construgdo de varias construcoées NKG2D de acordo com algumas

modalidades aqui divulgadas.
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[00123] A FIGURA 15 representa esquematicamente mapas de
construcao de construcdes NKG2D adicionais de acordo com algumas
modalidades aqui divulgadas.

[00124] As FIGURAS 16A-16C mostram dados relacionados com a
expressao de varias construcbes NKG2D em células NK. A FIGURA
16A mostra dados relacionados com a intensidade média de
fluorescéncia (MFI) das varias construcbes NKG2D em células NK. A
FIGURA 16B mostra dados de citometria de fluxo ilustrando a
percentagem de células NK com NKG2D-positivo e CD56-positivo apds
transducéo de varias construcdes NKG2D para as células NK de dois
doadores (505 e 870). A FIGURA 16C mostra dados relacionados com
a intensidade meédia de fluorescéncia (MFIl) em células NK de 2
doadores sete dias apds transducéo.

[00125] A FIGURA 17 representa dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcbes NKG2D 14 dias apds transducao
em células NK com um racio E:T de 1:1.

[00126] As FIGURAS 18A-18B mostram dados relacionados com a
expressao das varias construcfées NKG2D depois de transducdo em
células NK. A FIGURA 18A mostra dados relacionados com a
intensidade média de fluorescéncia (MFI) em células NK sete dias apds
a transducdo. A FIGURA 18B mostra dados relacionados com a
mudanca em MFI das varias construcbes NKG2D relativas as células
NK transduzidas da simulagao.

[00127] As FIGURAS 19A-19B mostram dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcbes NKG2D. A FIGURA 19A mostra
dados relacionados com a citotoxicidade das varias construcdes
NKG2D transduzidas em células NK com um racio E:T de 1:1. A
FIGURA 19B mostra dados relacionados com a mudanca percentual em
citotoxicidade das varias construcdes NKG2D relativa as células NK

transduzidas da simulagao.
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[00128] A FIGURA 20 representa dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcbes NKG2D 14 dias apds transducao
em células NK com um racio E:T de 1:1. Antes da analise, as células
NK foram cultivadas em meio suplementado com 40 IU de IL-2/mL.
[00129] A FIGURA 21 representa dados relacionados com a
citotoxicidade das varias construcbes NKG2D 10 dias apdés a
transducédo nas células NK do Doador 238 (com 4 dias de cultura em
meio suplementado com 40 IU de IL-2/mL a cada dois dias) contra
células REH cultivadas com racios E:T de 1:1 e 1:2 durante duas horas.
[00130] A FIGURA 22 representa esquematicamente mapas de
construgcdo de construcbes NKG2D adicionais de acordo com
modalidades aqui divulgadas.

[00131] As FIGURAS 23A-23B mostram dados relacionados com a
persisténcia das varias construcdes NKG2D geradas a partir de células
NK de dois diferentes doadores (Doador 61 e Doador 103 nas FIGURAS
23A e 23B, respectivamente). As células NK foram cultivadas em meio
suplementado com 40 U de IL-2/mL.

[00132] A FIGURA 24 mostra dados relacionados com a expressao
das varias construgdes NKG2D. As células NK foram expandidas a
partir de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de 4
doadores saudaveis (224, 225, 362 e 363) e transduzidas com virus
direcionando a expressao das construcdes indicadas. Trés dias apos a
transducao, as células NK foram coradas com um anticorpo anti-NKG2D
marcado com fluorescéncia e foram analisadas usando citometria de
fluxo. A expresséo relativa de NKG2D foi avaliada por intensidade média
de fluorescéncia (MFI) das células marcadas.

[00133] As FIGURAS 25A-25B mostram dados relacionados com a
citotoxicidade de células NK transduzidas com varias construcdes
NKG2D. As células NK foram expandidas a partir de PBMC de 4

doadores; Oito dias apds a transducéo, foi medida a citotoxicidade NK

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 48/196



43/122

contra células REH e HL60 cultivadas (FIGURAS 25A e 25B,
respectivamente) com um racio E:T de 1:1. As células NK foram
cultivadas em meio suplementado com 40 IU de IL-2/mL, antes da
analise.

[00134] As FIGURAS 26A-26C representam dados relacionados com
a producao de interferon-gama (IFNy), fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), e fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF) por células NK expressando varias construcbées NKG2D
apos estimulacao durante a noite com células tumorais REH. Oito dias
apos transducdo com as construgdes indicadas, foram estimuladas 1 x
10° células NK com 1 x 10°células REH em pocos individuais de uma
placa de fundo redondo de 96 pocos; apds incubacdo durante a noite,
foram colhidos os sobrenadantes, e medidos os niveis de citocina contra
padrbes relevantes usando um dispositivo Meso Scale Discovery. A
FIGURA 26A representa os niveis acumulados de IFNy, a FIGURA 26B
representa os niveis de TNFa, e a FIGURA 26C representa os niveis de
GM-CSF nos diferentes grupos de células NK a seguir a estimulacéo.
Antes da anadlise, as células NK foram cultivadas em meio suplementado
com 40 IU de IL-2/mL.

[00135] As FIGURAS 27A-27B mostram dados relacionados com a
persisténcia das células NK de dois doadores (doadores 224 e 225 nas
FIGURAS 27A e 27B, respectivamente) expressando as varias
construgbes NKG2D 7, 14, e 21 dias ap6s a transducdo. Antes da
analise, as células NK foram cultivadas em meio suplementado com 40
IU de IL-2/mL.

[00136] As FIGURAS 28A-28B mostram dados relacionados com a
citotoxicidade de células NK transduzidas com as construgbes NKG2D
indicadas. A citotoxicidade NK foi medida contra células U20S
transduzidas de modo estavel para expressar Proteina Fluorescente

Vermelha; foram cultivadas células U20S com células NK com racios
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ET de 1:4 e 1:2 (FIGURAS 28A e 28B, respectivamente). Foram
contadas as células U20S vivas a cada 60 minutos durante 72 horas
usando um Sistema de Analise de Células Vivas Incucyte S3. Antes da
analise, as células NK foram cultivadas em meio suplementado com 40
IU de IL-2/mL.

DESCRICAO DETALHADA

Generalidades

[00137] A emergéncia e persisténcia de células aberrantes (incluindo
células infetadas com virus e malignas) ocultando muitas doencas é
ativada por uma resposta imune insuficiente as referidas células
aberrantes. Um objetivo da imunoterapia € iniciar ou aumentar a
resposta do sistema imunoldgico do paciente, por exemplo, para
potenciar a capacidade de células imunes, tais como células
Exterminadoras Naturais (NK) para danificar, exterminar ou de outro
modo inibir células danificadas ou doentes. Uma abordagem da
imunoterapia é a expressao recombinante de receptores quimeéricos em
células imunes para o reconhecimento do alvo e a destruicdo das
células aberrantes. No geral, os receptores quiméricos compreendem
um dominio receptor extracelular que reconhece ligantes em células-
alvo, um dominio transmembranar de ancoragem, € um dominio efetor
que transduz sinais de ativagao na ligacao do ligante. Algumas
modalidades aqui divulgadas utilizam receptores quiméricos que tém
essa estrutura geral, ou que tém variacbes nessa estrutura geral.
Adicionalmente, em varias modalidades, o dominio transmembranar e o
dominio efetor sdo peptideos separados fundidos um no outro. Em
varias outras modalidades, o dominio transmembranar e o efetor
derivam do mesmo peptideo. Em algumas dessas modalidades, 0s
dominios transmembranar e efetor compreendem um Unico peptideo
(por exemplo, um peptideo que passa através da membrana e esta

também posicionado para iniciar uma cascata de sinalizacao). Tal como
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discutido em maior detalhe abaixo, truncamentos, mutagoes, elementos
ligantes/espacadores adicionais, dimeros, e semelhantes, sdo usados
para gerar construcbes de receptor quimérico que exibem um grau
desejado de expressao em uma célula imune (por exemplo, célula NK),
induzir atividade citotoxica da célula NK, equilibrada com um grau de
avidez do alvo que evita efeitos adversos em células ndo alvo. A
expressao recombinante de receptores quiméricos tal como aqui
divulgados na superficie de células imunes pode redirecionar a
identificacdo do alvo de células imunes para células aberrantes de
interesse bem como aumentar a ativagao imune no engajamento.
Células NK para Imunoterapia

[00138] Uma abordagem de imunoterapia envolve a administracao
em pacientes de células T modificadas para expressar receptores
quiméricos para obter uma resposta imune positiva. Contudo, um
inconveniente desta abordagem € o de ela necessitar de usar células
autélogas para prevenir a inducdo da doenca do enxerto-versus-
hospedeiro no paciente. Tal como €& proporcionado em varias
modalidades aqui divulgadas, composi¢cdes compreendendo células NK
modificadas beneficiam de varias vantagens. Por exemplo, tanto as
células autblogas como as alogénicas que derivam de um doador
podem ser utilizadas com uma abordagem de células NK.
Adicionalmente, de acordo com varias modalidades, as células NK
modificadas tal como aqui previsto ndo aumentam significativamente a
citotoxicidade contra células normais. Ademais, as células NK tém um
efeito citotdxico significativo, uma vez ativadas. Em vista disso, ndo €
expectavel que as células NK modificadas tal como aqui previstas,
sejam capazes de elevar mais aquele efeito citotéxico, assim
proporcionando meios ainda mais eficazes de exterminar seletivamente
células doentes alvejadas. Assim, em varias modalidades, ¢é

proporcionado um método de tratamento ou prevencao do cancer ou de
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uma doenca infecciosa, compreendendo administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de células NK que expressam 0s receptores
quiméricos aqui descritos. Em uma modalidade, as células NK
administradas sao células autélogas. Em uma outra modalidade, as
células NK administradas sao células derivadas de um doador
(alogénicas).

[00139] Em varias modalidades, o engajamento e a ativacao de uma
célula NK recombinante (por exemplo, por ligacdo a um ligante em uma
célula-alvo) que expressa um receptor quimérico leva a direta
exterminagao da célula aberrante e/ou estressada (por exemplo, células
tumorais, células infetadas por virus, etc.) por citdlise. Assim, em varias
modalidades, é proporcionado um método de aumento da citotoxicidade
de células NK, compreendendo administrar células NK modificadas para
expressar 0S receptores quiméricos aqui descritos. Em uma
modalidade, as células NK administradas sdo células aut6logas. Em
uma outra modalidade, as células NK sao células derivadas de um
doador (alogénicas). Em véarias modalidades, células NK modificadas
conduzem a destruicdo ou inibicdo indireta de células estressadas e/ou
aberrantes (por exemplo, células tumorais, células infetadas por virus,
etc.).

Dominios de Ligacé&o a ligantes

[00140] Como mencionado acima, em varias modalidades, células
NK reconhecem e destroem células aberrantes, incluindo células
tumorais e células infetadas com virus. A atividade citotoxica destas
células imunes inatas é regulada pelo equilibrio da sinalizacdo de
receptores inibitérios e ativadores, respectivamente, que residem na
superficie da célula. O primeiro liga moléculas préprias expressas na
superficie de células saudaveis enquanto o dudltimo liga ligantes
expressos em células aberrantes. O engajamento aumentado de

receptores ativadores relativo a receptores inibitérios conduz a ativagao
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de células NK e lise de células-alvo. O membro D do Grupo de
Exterminadores Naturais (NKG2D) é um importante receptor de
ativacao de células NK que reconhece um numero de ligantes expresso
em células estressadas ou aberrantes. A expressao de superficie de
varios ligantes NKG2D € geralmente baixa em células saudaveis, mas
€ sobrerregulada na transformacgdo maligna ou infe¢do viral. Exemplos
ndo limitativos de ligantes reconhecidos por NKG2D incluem, mas néao
estao limitados a, MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4, ULBP5
e ULBP6, bem como outras moléculas expressas em células-alvo que
controlam a fungao citolitica ou citotoxica de células NK.

[00141] A capacidade do NKG2D para reconhecer uma pluralidade
de marcadores de superficie de estresse e infecao celular faz deste um
componente potencialmente Util de uma abordagem de imunoterapia
baseada em receptor quimérico. Contudo, o uso de NKG2D como
receptor quimérico € complicado por sua relagdo com o parceiro DAP10.
O NKG2D é uma glicoproteina transmembranar tipo Il que forma
homodimeros e em montagem com dois homodimeros de proteina
ativadora de DNAX 10 (DAP10) produz complexos hexaméricos na
superficie da membrana. Esta associacdo NKG2D-DAP10 & necessaria
tanto para a expressdao de superficie de membrana de NKG2D
enddgeno como para transducdo do sinal de ativacdo na ligacao do
ligante. Em varias modalidades, € usado um comprimento completo de
NKG2D. Em uma modalidade, o comprimento completo de NKG2D
inclui a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 1. De acordo com
varias modalidades aqui divulgadas, sdo proporcionados
polinucleotideos que codificam receptores quiméricos, em que o
dominio receptor extracelular € um fragmento de NKG2D ao qual faltam
seus dominios nativos transmembranar ou intracelular ainda que
vantajosamente retenha sua capacidade de ligar ligantes nativos de

NKG2D, bem como transduzir sinais de ativacao ao ligar com o ligante.
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Assim, em varias modalidades, o receptor quimérico codificado pelos
polipeptideos aqui divulgados ndo compreende DAP10. Em varias
modalidades, o fragmento de NKG2D ¢ codificado pela SEQ ID NO. 2.
Em varias modalidades, o fragmento de NKG2D é pelo menos 70%,
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
ou pelo menos 95% homédlogo com o comprimento completo do tipo
selvagem de NKG2D. Em varias modalidades, o fragmento pode ter
uma ou mais mutag¢des adicionais da SEQ ID NO. 2, mas mantém ou,
em algumas modalidades, tem reforcada, a funcdo ligacao ao ligante.
Em varias modalidades, o fragmento NKG2D é fornecido como um
dimero, trimero, ou em outro formato concatamérico, essas
modalidades fornecem atividade de ligacdo a ligante melhorada. Em
varias modalidades, a sequéncia que codifica o fragmento de NKG2D é
opcionalmente total ou parcialmente cédon otimizada. Em uma
modalidade, uma sequéncia que codifica um fragmento de NKG2D
cédon otimizado compreende a sequéncia da SEQ ID NO. 3.
Adicionalmente, em varias modalidades, sdo usados peptideos sinal. As
espécies ou sequéncia do peptideo sinal podem variar com a
construcao. Todavia, em varias modalidades, € usado um peptideo sinal
derivado de CD8. Em uma modalidade, o peptideo sinal é de CD8a e
tem a sequéncia da SEQ ID NO. 4. Em uma modalidade, uma sequéncia
que codifica um fragmento de NKG2D co6don otimizado compreende a
sequéncia da SEQ ID NO. 68. Em varias modalidades, o fragmento
pode ter uma ou mais mutacdes adicionais da SEQ ID NO. 68, mas
mantém a fungao ligagao a ligante. Em varias modalidades, o fragmento
pode ter uma ou mais mutacdes adicionais da SEQ ID NO. 68, mas
melhorou a fungao ligacao a ligante.

Dominios Transmembranar, Sinalizacdo e Combinag&o

[00142] Tal como acima mencionado, a estrutura geral de receptor

quimérico antigeno compreende pelo menos um dominio
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transmembranar, ligante o dominio de ligacdo ao ligante a dominio(s)
de sinalizacdo. Em varias modalidades, contudo, um dominio
transmembranar pode também servir para a funcéo de sinalizacao.
[00143] Em varias modalidades, o fragmento de NKG2D mantém
pelo menos uma porcao de seu dominio transmembranar normal. Em
varias modalidades, o dominio transmembranar compreende pelo
menos uma porcao de CD8, que é uma glicoproteina transmembranar
normalmente expressa em ambas as células T e células NK. Em varias
modalidades, o dominio transmembranar compreende CD8a, enquanto
em varias modalidades CD8B é usado. Em varias modalidades, a
"dobradica" CD8a tem a sequéncia da SEQ ID NO. 5. Em vérias
modalidades, o CD8a pode ser truncado ou modificado, de modo a que
ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homdlogo com o CD8a
que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 5. Em varias modalidades, o CD8p
tem a sequéncia da SEQ ID NO. 6. Em varias modalidades, o CD8p
pode ser truncado ou modificado, de modo a que ele seja pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95% homdlogo com o CD8B que tem a sequéncia da
SEQ ID NO. 6. Em varias modalidades, sao usados dimeros de CD8a e
CD8p.

[00144] Em varias modalidades, o dominio transmembranar
compreende CD16, que serve como dominio de sinalizacdo também. O
CD16 existe em duas isoformas, a e b (também conhecidas como
receptor Fc gama llla e lllb, respectivamente). Estes receptores ligam
normalmente a porcao Fc de anticorpos IgG que por sua vez ativam
células NK. Assim, em varias modalidades, o dominio transmembranar
compreende CD16a, enquanto em varias modalidades é usado o
CD16b. Em varias modalidades, o CD16a tem a sequéncia da SEQ ID

NO. 7. Em varias modalidades, o CD16a pode ser truncado ou
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modificado, de modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdlogo com o CD16a que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 7. Em
varias modalidades, o CD16b tem a sequéncia da SEQ ID NO. 8. Em
varias modalidades, o CD16b pode ser truncado ou modificado, de
modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos
80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homdlogo
com o CD16b que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 8. Em varias
modalidades, sdo usados dimeros CD16a e CD16b. Em varias
modalidades, as modifica¢cdes para o dominio transmembranar CD16
compreendem residuos de acido nucleico adicionais para aumentar o
comprimento do dominio. Alternativamente, o CD16 pode ser
encurtado. As modificacées ao comprimento de CD16 podem facilitar
vantajosamente interagcdes melhoradas ligante-receptor.

[00145] Em vérias modalidades, o receptor quimérico compreende o
dominio 2B4 de Receptor Exterminador Natural (referido aqui por "2B4",
e também conhecido por CD244), o qual serve como dominio de
sinalizacdo também. O 2B4 é expresso em células NK e regula a
exterminagcao restringida a complexos nao principais de
histocompatibilidade (MHC) através de interacbes entre este receptor e
seus ligantes em células-alvo. Em varias modalidades, o dominio
transmembranar compreende 2B4, enquanto em varias modalidades o
dominio 2B4 é um dominio de sinalizacdo intracelular. Em varias
modalidades, o 2B4 tem a sequéncia da SEQ ID NO. 9. Em varias
modalidades, o 2B4 pode ser truncado ou modificado, de modo a que
ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homéblogo com o 2B4
que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 9. Em varias modalidades, € usado
o 2B4 como o unico dominio de sinalizacdo/transmembranar na

construcao, contudo, em varias modalidades, o 2B4 pode ser usado
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com um ou mais outros dominios. Por exemplo, combina¢des de CD16,
4-1BB e/ou 2B4 s&o usadas em algumas modalidades.

[00146] Em algumas modalidades, a sinalizacdo € conseguida
através de DAP10, tal como mencionado acima. Em varias
modalidades, o fragmento de NKG2D associa-se com o DAP10 para
prover sinais pro-citotoxicos a célula NK. Em varias modalidades, sao
usados dimeros de DAP10. Em varias modalidades, o dominio
transmembranar compreende DAP10. Em varias modalidades, o
DAP10 tem a sequéncia da SEQ ID NO. 10. Em varias modalidades, o
DAP10 pode ser truncado ou modificado, de modo a que ele seja pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% homélogo com o DAP10 que tem a
sequéncia da SEQ ID NO. 10. Similarmente, em algumas modalidades,
pode ser usado o DAP12, uma vez que ele pode também transduzir tais
sinais. Em varias modalidades, o DAP12 tem a sequéncia da SEQ ID
NO. 11. Em varias modalidades, o DAP12 pode ser truncado ou
modificado, de modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdlogo com o DAP12 que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 11. Em
varias modalidades, sdo usados heterodimeros de DAP10 e DAP12.
[00147] Em véarias modalidades, é fornecida sinalizacdo através de
4-1BB (também conhecida como CD137 e membro 9 da superfamilia de
receptor de fator de necrose tumoral (TNFRSF 9)). 4-1BB é uma
molécula de ponto de verificagdo imune coestimuladora, tipicamente
funcionando como molécula estimuladora para células T ativadas (por
exemplo, reticulacdo de 4-1BB melhora a proliferacdo de células T e
atividade citolitica). Contudo, em varias modalidades, a funcao de 4-1BB
€ vantajosamente usada em conjunto com células NK. Em varias
modalidades, o 4-1BB tem a sequéncia da SEQ ID NO. 12. Em varias

modalidades, o 4-1BB pode ser truncado ou modificado, de modo a que
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ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homdlogo com o 4-1BB
que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 12. Em varias modalidades, 4-1BB
€ 0 unico dominio de sinalizacdo, mas tal como discutido acima, em
varias modalidades, 4-1BB funciona inesperadamente bem em
combinagdo com um ou mais dos outros dominios transmembranar/de
sinalizagdo aqui divulgados. Por exemplo, em varias modalidades, o
CD16 em conjunto com 4-1BB proporciona efeitos de estimulacao
sinérgica, resultando em células NK particularmente eficazes (por
exemplo, citotdxicas). Em varias modalidades, o DAP10 em conjunto
com 4-1BB proporciona efeitos de estimulacao sinérgica, resultando em
células NK particularmente eficazes (por exemplo, citotdéxicas). Em
varias modalidades, o DAP10 em conjunto com 4-1BB e/ou 2B4
proporciona efeitos de estimulacdo sinérgica, resultando em células NK
particularmente eficazes (por exemplo, citotdéxicas). Resultam, em
varias modalidades, outras caracteristicas melhoradas +tais como
expressao melhorada, persisténcia melhorada e semelhantes.

[00148] Em varias modalidades, o dominio de sinalizacdo
compreende pelo menos uma porcao do complexo receptor CD3 de
células T. O complexo receptor de células T compreende multiplas
subunidades, incluindo as subunidades zeta, alfa, beta, gama, delta e
épsilon. Em varias modalidades, as células NK modificadas de acordo
com varias modalidades aqui divulgadas compreendem pelo menos
uma dessas subunidades (ou um seu fragmento). Em varias
modalidades, o dominio de sinalizacdo compreende a subunidade CD3
zeta. Em varias modalidades, o CD3 zeta tem a sequéncia da SEQ ID
NO. 13. Em varias modalidades, o CD3 zeta pode ser truncado ou
modificado, de modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%

homdlogo com o CD3 zeta que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 13. Em
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varias modalidades, o CD3 zeta esta mutado (por exemplo, mutagdes,
insercbes ou delegbes de aminoacido) de um modo em que o0 dominio
nao € mais consistente com o motivo de ativacdo do imunorreceptor
canbnico baseado em tirosina ou motivo ITAM. Assim, em varias
modalidades, as células NK compreendem um receptor modificado que
nao contém um motivo ITAM. Em algumas modalidades, as células NK
modificadas resultantes exibem citotoxicidade particularmente
melhorada contra células-alvo, com efeitos secundarios adversos
limitados ou reduzidos. Isto resulta, em véarias modalidades, das
interacdes sinérgicas das varias por¢cdes do receptor quimérico que sao
usadas nessa dada modalidade. Em varias modalidades, o CD3zeta em
conjunto com 4-1BB proporciona efeitos de estimulacdo sinérgica,
resultando em células NK particularmente eficazes (por exemplo,
citotoxicas). Em varias modalidades, o CD3zeta em conjunto com 2B4
proporciona efeitos de estimulacdo sinérgica, resultando em células NK
particularmente eficazes (por exemplo, citotoxicas). Em vérias
modalidades, o CD3zeta em combinagao com 2B4 e 4-1BB proporciona
efeitos de estimulacdo sinérgica, resultando em células NK
particularmente eficazes (por exemplo, citotoxicas). Em vérias
modalidades, os receptores quiméricos alavancam a dimerizagdo do
CD3zeta através de seu dominio transmembranar. Assim, em varias
modalidades, o dominio transmembranar compreende o dominio
transmembranar CD3zeta (ou um seu fragmento). Em algumas
modalidades, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais residuos CD3zeta extracelulares
(a "porcéao justa-membrana") estdo diretamente adjacentes ao dominio
transmembranar CD3zeta. Em algumas modalidades, o dominio
transmembranar CD3zeta tem a sequéncia da SEQ ID NO. 69. Em
varias modalidades, o dominio transmembranar CD3zeta pode ser
truncado ou modificado, de modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo

menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo
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menos 95% homéblogo com o dominio transmembranar CD3zeta que
tem a sequéncia da SEQ ID NO. 69. Em varias modalidades, as
modificagbes para o dominio transmembranar CD3zeta compreendem
residuos de acido nucleico adicionais para aumentar o comprimento do
dominio. Em véarias modalidades, o dominio transmembranar CD3zeta
e a porcao justa-membrana CD3zeta recruta o comprimento completo
da molécula CD3zeta para a sinapse. Em varias modalidades, o
recrutamento de CD3zeta nativo para o receptor modificado (quando
comparado com um receptor sem um dominio transmembranar
CD3zeta) € aumentado de cerca de 20%, de cerca de 30%, de cerca de
40%, de cerca de 50%, ou mais, dependendo da modalidade. Em varias
modalidades, o dominio transmembranar CD3zeta estd acoplado a um
dominio efetor compreendendo um ou mais dentre CD16, NCR1, NCR2,
NCR3, 4-1BB, NKp80, FcRy, CD3zeta e 2B4.

[00149] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um dominio CD28. Em varias modalidades, o dominio transmembranar
compreende CD28, enquanto em varias modalidades o dominio CD28
€ um dominio de sinalizacdo intracelular, enquanto em varias
modalidades o dominio CD28 ¢é um dominio de sinalizagao
transmembranar/intracelular. Em varias modalidades, o dominio
transmembranar CD28 tem a sequéncia da SEQ ID NO. 105. Em varias
modalidades, o dominio transmembranar CD28 pode ser truncado ou
modificado, de modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdlogo com o CD28 que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 105. Em
varias modalidades, o dominio de sinalizacéo intracelular CD28 tem a
sequéncia da SEQ ID NO. 106. Em varias modalidades, o dominio de
sinalizagao intracelular CD28 pode ser truncado ou modificado, de modo
a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,

pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homdblogo com o
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CD28 que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 106. Em varias modalidades,
€ usado o CD28 como o unico dominio de sinalizagdo/transmembranar
na construcdo, contudo, em varias modalidades, o CD28 pode ser
usado com um ou mais outros dominios. Por exemplo, combinacdes de
CD28, 0OX40, 4-1BB e/ou CD3zeta sdo usadas em algumas
modalidades.

[00150] Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende
um dominio OX40. Em véarias modalidades, o dominio OX40 & um
dominio de sinalizacao intracelular. Em varias modalidades, o dominio
de sinalizacao intracelular OX40 tem a sequéncia da SEQ ID NO. 107.
Em varias modalidades, o dominio de sinalizacdo intracelular OX40
pode ser truncado ou modificado, de modo a que ele seja pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95% homdlogo com o OX40 que tem a sequéncia da
SEQ ID NO. 107. Em varias modalidades, € usado 0 OX40 como o unico
dominio de sinalizagao/transmembranar na constru¢cao, contudo, em
varias modalidades, o0 OX40 pode ser usado com um ou mais outros
dominios. Por exemplo, combinacbes de CD28, OX40, 4-1BB e/ou
CD3zeta sdo usadas em algumas modalidades.

[00151]  Ainda em outras modalidades, a por¢ao de sinalizagao do
receptor quimérico compreende uma porcao de um ITAM, por exemplo
um hemi-tam. Em véarias modalidades, estas porcbes nao fazem a
sequéncia canbnica ITAM, mas em vez disso compreendem uma
porcao que ainda pode transportar o sinal requerido para a
citotoxicidade de células NK. Em varias modalidades, o hemi-tam tem a
sequéncia da SEQ ID NO. 14 (em que X pode ser qualquer residuo).
Em véarias modalidades, o hemi-tam pode ser truncado ou modificado,
de modo a que ele seja pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos
80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homdlogo

com o hemi-tam que tem a sequéncia da SEQ ID NO. 14. Em vérias
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modalidades, a construcdo de receptor quimeérico compreende o hemi-
tam da SEQ ID NO. 14. Em varias modalidades, podem ser usados
multiplos hemi-tams, por exemplo em uma configuracdo da cabeca a
cauda, da cauda a cabeca, da cabeca a cabeca, ou da cauda a cauda.
Em varias modalidades, a presenca de pelo menos um hemi-tam
confere sinalizacdo e citotoxicidade melhoradas as células NK
compreendendo um receptor quimérico que utiliza o pelo menos um
hemi-tam. Tal como discutido em maior detalhe abaixo, em varios
receptores quiméricos esta compreendido NKp80, que € um exemplo
nao limitativo de um hemi-tam.

[00152] Em varias modalidades, sdo usadas regifes de sinalizacao
adicionais, incluindo, por exemplo, regides de sinalizacao derivadas de
receptores da familia de moléculas de ativacdo linfocitica de sinalizacao
(SLAM). Estes receptores incluem, mas nao estdo limitados a 2B4
(discutido acima). Receptores da familia SLAM partilham um motivo
consensual que ¢é baseado em tirosina, em suas caudas
citoplasmaticas. Esse motivo € S/TxYxxL/l, que sao referidos como
motivos de troca do imunorreceptor baseados em tirosina (ITSM) (SEQ
ID NO. 15). Estes receptores transmitem sinais de ativacao através da
proteina associada a SLAM (SAP, codificada pelo gene SH2D1A), que
recruta a tirosina quinase Fyn. Assim, de acordo com varias
modalidades, a regido de sinalizacdo compreende uma sequéncia de
polipeptideos (ou o 4&cido nucleico codificando a mesma)
compreendendo um motivo ITSM. Em varias modalidades, o motivo
ITSM nao necessita de ser totalmente codificado, mas a regido de
sinalizagao € capaz de transmitir um sinal de ativagao através de SAP
(ou outro caminho semelhante). Em varias modalidades, o motivo ISTM
tem a sequéncia da SEQ ID NO. 15 (em que X pode ser qualquer
residuo de aminoacido). Em varias modalidades, o motivo ISTM pode

ser truncado ou modificado, de modo a que ele seja pelo menos 70%,
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pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% homdlogo com o motivo ISTM que tem a sequéncia da
SEQ ID NO. 15. Em varias modalidades, o0 motivo ISTM compreende a
sequéncia da SEQ ID NO. 15.

[00153] Adicionalmente a estas variagdes no receptor de NKG2D, o
dominio transmembranar e o dominio de sinalizacdo (e a combinacao
de dominios transmembranar/de sinalizacdo), podem ser fornecidas
moléculas de coativacdo adicionais em varias modalidades. Por
exemplo, em varias modalidades, as células NK s&o modificadas para
expressar a interleucina ligada a membrana 15 (mblIL15). Em tais
modalidades, a presenca da mblL15 nas células NK funciona para
melhorar ainda mais os efeitos citotdxicos das células NK por reforcar
de maneira sinérgica a proliferacao e longevidade das células NK. Em
varias modalidades, a mbIL15 tem a sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 16. Em varias modalidades, a mbIL15 pode ser truncada
ou modificada, de modo a que ela seja pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95% homologa com a sequéncia da SEQ ID NO. 16. Em vérias
modalidades, a mbIL15 tem a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO.
17. Em conjunto com o0s receptores quiméricos aqui divulgados, tais
modalidades proporcionam composicdes de células NK particularmente
eficazes para alvejar e destruir células-alvo particulares.

Construgbes de Receptores Quimeéricos

[00154] Em vista da descricdo aqui fornecida, ha uma variedade de
receptores quimeéricos que podem ser gerados e expressos em células
NK para alvejar e destruir células-alvo particulares, tais como células
doentes ou cancerosas. Exemplos nao limitativos de tais receptores
quiméricos sao discutidos em maior detalhe abaixo.

[00155]  Tal como discutido acima, porcdes do complexo receptor de

células T, em particular CD3zeta, servem como ativadores potentes de

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 63/196



58/122

cascatas de sinalizagcao imune. Da mesma forma, o receptor 4-1BB, um
membro da superfamilia de fator de necrose tumoral, ativa células NK
na ligagdo com o ligante. Em varias modalidades, estes dois
componentes de sinalizacdo atuam de uma maneira sinérgica para
ativar células NK na ligagao de um ligante ao receptor quimérico. Assim,
em varias modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam
um receptor quimérico NKG2D/CD8a/4-1BB/CD3zeta, que compreende
um dominio receptor extracelular de um fragmento NKG2D que liga
ligantes nativos de NKG2D, uma regiao transmembranar CD8, e um
dominio efetor compreendendo os dominios de sinalizagao de 4-1BB e
CD3zeta. Em uma modalidade, este receptor quimérico é codificado
pela sequéncia de &cido nucleico da SEQ ID NO: 18. Em uma
modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 108. Ainda em uma outra modalidade, o
receptor quimérico NKG2D-CD8a-4-1BB-CD3zeta compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 19. Em véarias modalidades,
esta construcdo € particularmente eficaz quando as células NK
expressam em simultaneo mblL15, a mbIL15 proporciona um efeito
sinérgico adicional com relacédo a ativacdo e a natureza citotoxica das
células NK. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor
quimeérico pode variar da SEQ ID NO. 18 (tal como, por exemplo, a SEQ
ID NO: 108), mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, ou pelo menos 95% homébloga com a SEQ ID NO. 18. Em algumas
modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
18 (tal como, por exemplo, a SEQ ID NO: 108), o receptor quimérico
mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a funcdo de
ativacao e/ou citotoxica das células NK.

[00156] O receptor 2B4 possui varios motivos de troca do

imunorreceptor baseados em tirosina (ITSM) e tem o potencial para
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transduzir sinais de ativacdo. Da mesma forma, a sinalizacdo através
do receptor 4-1BB, um membro da superfamilia de fator de necrose
tumoral, também ativa células NK na ligagdo com o ligante. Assim,
tirando proveito da capacidade de sinalizacao destas moléculas para
cooperar na geracdo de células NK citotdéxicas inesperadamente
eficazes, em varias modalidades, sado fornecidos polinucleotideos que
codificam um receptor quimérico NKG2D/CD8a/2B4/4-1BB, que
compreende um dominio receptor extracelular de um fragmento NKG2D
que liga ligantes nativos de NKG2D, uma regiao transmembranar CD8a,
e um dominio efetor compreendendo os dominios de sinalizagao de 4-
1BB e 2B4. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00157] Em varias modalidades, sdo usadas combinacdes de 2B4
com CD3zeta com células NK para gerar citotoxicidade melhorada
contra células-alvo. Assim, em varias modalidades, sdo fornecidos
polinucleotideos  que  codificam um receptor  quimérico
NKG2D/CD8a/2B4/CD3zeta, que compreende um dominio receptor
extracelular de um fragmento NKG2D que liga ligantes nativos de
NKG2D, uma regidao transmembranar CD8a, e um dominio efetor
compreendendo os dominios de sinalizacdo de CD3zeta e 2BA4.
Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcdo pode
opcionalmente ser coexpressa com mblL15. Tal como discutido acima,
0 4-1BB, como o CD3zeta e o 2B4, pode funcionar como um potente
ativador de cascatas de sinalizacdo imune. Em varias modalidades,
estes trés componentes de sinalizacdo atuam de uma maneira sinérgica
para ativar células NK na ligacdo de um ligante ao receptor quimérico.
Assim, em varias modalidades, sao fornecidos polinucleotideos que
codificam um receptor quimérico NKG2D/CD8a/4-1BB/2B4/CD3zeta,
que compreende um dominio receptor extracelular de um fragmento

NKG2D que liga ligantes nativos de NKG2D, uma regiao

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 65/196



60/122

transmembranar CD8, e um dominio efetor compreendendo os
dominios de sinalizagdo de 4-1BB, 2B4 e CD3zeta. Em uma
modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 58. Ainda em uma outra modalidade, o
receptor quimérico NKG2D-CD8a-4-1BB-CD3zeta compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 59. Em varias modalidades,
esta construcdo € particularmente eficaz quando as células NK
expressam em simultaneo mblL15, a mbIL15 proporciona um efeito
sinérgico adicional com relacdo a ativacdo e/ou a natureza citotoxica
das células NK. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor
quimérico pode variar da SEQ ID NO. 58, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 58. Em algumas modalidades, enquanto o receptor
quimeérico pode variar da SEQ ID NO. 58, o receptor quimérico mantém,
ou em algumas modalidades, tem melhorada, a funcao de ativacao e/ou
citotdxica das células NK.

[00158] Em varias modalidades alternativas, sao fornecidos
polinucleotideos  que  codificam um receptor  quimérico
NKG2D/CD8a/DAP10/4-1BB, que compreende um dominio receptor
extracelular de um fragmento NKG2D que liga ligantes nativos de
NKG2D, uma regidao transmembranar CD8a, e um dominio efetor
compreendendo os dominios de sinalizacdo de 4-1BB e DAP10. Em
uma modalidade, este receptor quimérico € codificado pela sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO: 60. Ainda em uma outra modalidade,
o receptor quimérico NKG2D-CD8a-4-1BB-DAP10 compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 61. Adicionalmente, em varias
modalidades, esta construgcao pode opcionalmente ser coexpressa com
mbIL15. Em véarias modalidades, esta construcdo é particularmente

eficaz quando as células NK expressam em simultaneo mblL15, a
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mblIL15 proporciona um efeito sinérgico adicional com relagdo a
ativacdo e a natureza citotdxica das células NK. Em algumas
modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 60, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%,
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 60. Em algumas
modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
60, o receptor quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem
melhorada, a funcdo de ativacdo e/ou citotoxica das células NK.
Ademais, tal como discutido acima, o 2B4, como o DAP10 e 0 4-1BB, ¢
um potente ativador de cascatas de sinalizagdo imune. Em varias
modalidades, estes trés componentes de sinalizagdo atuam de uma
maneira sinérgica para ativar células NK na ligacdo de um ligante ao
receptor quimérico. Assim, em varias modalidades, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimerico NKG2D/CD8a/4-
1BB/DAP10/2B4, que compreende um dominio receptor extracelular de
um fragmento NKG2D que liga ligantes nativos de NKG2D, uma regiao
transmembranar CD8, e um dominio efetor compreendendo os
dominios de sinalizacdo de 4-1BB, 2B4 ¢ DAP10, em que 4-1BB é
seguido de DAP10, e DAP10 é seguido de 2B4. Em uma modalidade,
este receptor quimérico € codificado pela sequéncia de acido nucleico
da SEQ ID NO: 62. Ainda em uma outra modalidade, o receptor
quimérico NKG2D-CD8a-4-1BB-CD3zeta compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 63. Em varias modalidades, esta construcao
€ particularmente eficaz quando as células NK expressam em
simultaneo mblL15, a mblL15 proporciona um efeito sinérgico adicional
com relacdo a ativacdo e a natureza citotdxica das células NK. Em
algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 62, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo

menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
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menos 90%, pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 62. Em
algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 62, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Em véarias outras modalidades, sdo fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimerico NKG2D/CD8a/4-
1BB/2B4/DAP10, que compreende um dominio receptor extracelular de
um fragmento NKG2D que liga ligantes nativos de NKG2D, uma regiao
transmembranar CD8, e um dominio efetor compreendendo os
dominios de sinalizacdo de 4-1BB, 2B4 e DAP10, em que 4-1BB ¢
seguido de 2B4, e 2B4 é seguido de DAP10. Em uma modalidade, este
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO: 64. Ainda em uma outra modalidade, o receptor quimérico
NKG2D-CD8a-4-1BB-CD3zeta compreende a sequéncia de aminoacido
da SEQ ID NO: 65. Em varias modalidades, esta construcdo é
particularmente eficaz quando as células NK expressam em simultaneo
mblL15, a mblL15 proporciona um efeito sinérgico adicional com relagao
a ativagdo e a natureza citotoxica das ceélulas NK. Em algumas
modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 64, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%,
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 64. Em algumas
modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
64, o receptor quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem
melhorada, a funcao de ativacado e/ou citotdxica das células NK.

[00159] Em varias modalidades adicionais, o0s dominios
transmembranar e efetor (e funcédo associada) do receptor quimérico
sdo derivados do mesmo peptideo. O CD16 é um potente receptor
ativador expresso na superficie de células NK. Assim, em varias

modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
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receptor quimérico NKG2D/CD16, que compreende um dominio
receptor extracelular de um fragmento NKG2D que liga ligantes nativos
de NKG2D e um peptideo CD16 compreendendo tanto a regido
transmembranar como o dominio efetor intracelular. Em uma
modalidade, este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 23. Ainda em outra modalidade, este receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:
24. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 23, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 23.
Em algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 23, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00160] Em varias modalidades adicionais, sdo fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimerico NKG2D/CD16/4-
1BB, em que o dominio de sinalizacdo de 4-1BB atua como um segundo
transdutor de ativacdo de sinais no dominio efetor. Adicionalmente, em
varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser
coexpressa com mblL15.

[00161] O CD3zeta dimeriza através de seu dominio
transmembranar. Assim, em varias modalidades, sdo fornecidos
receptores quiméricos em que um dominio transmembranar CD3zeta
recruta o comprimento completo de moléculas CD3zeta para a sinapse.
Em varias modalidades, sédo fornecidos polinucleotideos que codificam
um receptor quimérico que compreende um fragmento NKG2D que liga
ligantes nativos de NKG2D, uma dobradiga CD8a, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou

mais residuos extracelulares CD3zeta (a "porcdo justa-membrana”)

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 69/196



64/122

diretamente adjacentes a um dominio transmembranar CD3zeta, e um
dominio efetor compreendendo um ou mais dentre CD16, NCR1, NCR2,
NCR3, 4-1BB, NKp80, FcRy, CD3zeta € 2B4.

[00162] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que um dominio transmembranar CD3zeta esta
acoplado a um dominio efetor compreendendo um ou ambos dos 4-1BB
e CD16. Assim, em varias modalidades, sao fornecidos polinucleotideos
que codificam um receptor quimérico NKG2D/CD3zetaTM/4-1BB, que
compreende um fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado
a uma dobradica CD8a, uma regidao transmembranar CD3zeta € um
dominio efetor compreendendo 4-1BB. Em uma modalidade, este
receptor quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ
ID NO: 78. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico é
codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 79. Em
algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 78, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 78. Em
algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 78, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00163] Em varias modalidades, sao fornecidos polinucleotideos que
codificam um receptor quimérico NKG2D/CD3zetaTM/CD16/4-1BB, que
compreende um fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado
a uma dobradica CD8a, uma regidao transmembranar CD3zeta € um
dominio efetor compreendendo CD16 seguido de 4-1BB. Em uma
modalidade, este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido

nucleico da SEQ ID NO: 70. Ainda em outra modalidade, este receptor
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quimérico é codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:
71. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 70, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 70.
Em algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 70, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15. Ademais, em varias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/CD3zetaTM/4-1BB/CD16, que compreende
um fragmento de NKG2D que é codon otimizado acoplado a uma
dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um dominio
efetor compreendendo 4-1BB seguido de CD16. Em algumas
modalidades, o dominio efetor compreende ainda um ligante GS3. Em
algumas modalidades, o ligante GS3 esta posicionado entre 4-1BB e
CD16. Em uma modalidade, este receptor quimérico compreende a
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 84. Ainda em outra
modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 85. Em algumas modalidades, a sequéncia
do receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 84, mas se mantém,
dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdloga com a SEQ ID NO. 84. Em algumas modalidades, enquanto
o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 84, o receptor
quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a
funcéo de ativacao e/ou citotdxica das células NK. Adicionalmente, em
varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser

coexpressa com mblL15. Ademais, em varias modalidades, sao
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fornecidos polinucleotideos que codificam um receptor quimérico
NKG2Dx2/CD3zetaTM/CD16/4-1BB, que compreende o fragmento de
NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante GS3, um
fragmento de NKG2D adicional, uma dobradica CD8a, uma regiao
transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo um
CD16 e 4-1BB. Em uma modalidade, este receptor quimérico
compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 72. Ainda
em outra modalidade, este receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 73. Em algumas modalidades,
a sequéncia do receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 72, mas
se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95% homologa com a SEQ ID NO. 72. Em algumas modalidades,
enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 72, o receptor
quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a
funcéo de ativacao e/ou citotdxica das células NK. Adicionalmente, em
varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser
coexpressa com mblL15.

[00164] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que um dominio transmembranar CD3zeta esta
acoplado a um dominio efetor compreendendo NKp80. Assim, em varias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/CD3zetaTM/CD16/4-1BB/NKp80, receptor
quimérico esse que compreende um fragmento de NKG2D acoplado a
uma dobradica CD8a, uma regido transmembranar CD3zeta e um
dominio efetor compreendendo CD16, 4-1BB e NKp80. Em algumas
modalidades, o dominio efetor compreende ainda um dominio GS3. Em
algumas modalidades, o ligante GS3 esta posicionado entre 4-1BB e
NKp80. Em uma modalidade, este receptor quimérico compreende a

sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 74. Ainda em outra
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modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 75. Em algumas modalidades, a sequéncia
do receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 74, mas se mantém,
dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdloga com a SEQ ID NO. 74. Em algumas modalidades, enquanto
o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 74, o receptor
quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a
funcéo de ativacao e/ou citotdxica das células NK. Adicionalmente, em
varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser
coexpressa com mblL15. Ademais, em varias modalidades, sao
fornecidos polinucleotideos que codificam um receptor quimérico
2xNKG2D/CD3zetaTM/ CD16/4-1BB/NKp80, que compreende o
fragmento de NKG2D que é cddon otimizado acoplado a um ligante
GS3, um fragmento de NKG2D adicional, uma dobradiga CD8a, uma
regiao transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo
um CD16, 4-1BB e NKp80. Em algumas modalidades, o dominio efetor
compreende ainda um dominio GS3. Em algumas modalidades, o
ligante GS3 esta posicionado entre 4-1BB e NKp80. Em uma
modalidade, este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 76. Ainda em outra modalidade, este receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:
77. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 76, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 76.
Em algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 76, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das

células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
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pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15. Ademais, em varias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/CD3zetaTM/4-1BB/NKp80, que
compreende um fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado
a uma dobradica CD8a, uma regidao transmembranar CD3zeta € um
dominio efetor compreendendo 4-1BB e NKp80. Em algumas
modalidades, o dominio efetor compreende ainda um ligante GS3. Em
algumas modalidades, o ligante GS3 esta posicionado entre 4-1BB e
NKp80. Em uma modalidade, este receptor quimérico compreende a
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 82. Ainda em outra
modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 83. Em algumas modalidades, a sequéncia
do receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 82, mas se mantém,
dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdloga com a SEQ ID NO. 82. Em algumas modalidades, enquanto
o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 82, o receptor
quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a
funcéo de ativacao e/ou citotdxica das células NK. Adicionalmente, em
varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser
coexpressa com mblL15.

[00165] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que um dominio transmembranar CD3zeta esta
acoplado a um dominio efetor compreendendo CD3zeta. Assim, em
varias modalidades, sao fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor  quimérico  NKG2D/CD3zetaTM/4-1BB/CD3zeta,  que
compreende um fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado
a uma dobradica CD8a, uma regidao transmembranar CD3zeta € um
dominio efetor compreendendo 4-1BB e CD3zeta. Em uma modalidade,

este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da
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SEQ ID NO: 80. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico é
codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 81. Em
algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 80, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 80. Em
algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 80, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00166] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que um dominio transmembranar CD3zeta esta
acoplado a um dominio efetor compreendendo FcRy. Assim, em varias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/CD3zetaTM/4-1BB/FcRy, que compreende
um fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, uma regiao
transmembranar CD3zeta e um dominio efetor compreendendo 4-1BB
e FcRy. Em uma modalidade, este receptor quimérico compreende a
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 86. Ainda em outra
modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 87. Em algumas modalidades, a sequéncia
do receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 86, mas se mantém,
dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdloga com a SEQ ID NO. 86. Em algumas modalidades, enquanto
o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 86, o receptor
quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a
funcéo de ativacao e/ou citotdxica das células NK. Adicionalmente, em

varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser
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coexpressa com mblL15.

[00167] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que um dominio transmembranar CD3zeta esta
acoplado a um dominio efetor compreendendo CD28. Assim, em varias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor  quimérico NKG2D/CD3zetaTM/CD28/CD3zeta, que
compreende um dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D
que liga ligantes nativos de NKG2D, uma dobradica CD8a, uma regido
transmembranar CD3zeta, um dominio efetor intracelular
compreendendo CD28 e CD3zeta. Em uma modalidade, este receptor
quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
102. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico € codificado
pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 103. Em algumas
modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 102, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95% homdloga com a SEQ ID NO. 102. Em algumas
modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
102, o receptor quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem
melhorada, a funcdo de ativacdo e/ou citotoxica das células NK.
Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcdo pode
opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00168] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que o dominio extracelular compreende um fragmento
de NKG2D acoplado a IL15. Assim, em varias modalidades, s&o
fornecidos polinucleotideos que codificam um receptor quimérico
IL15/NKG2D/CD8a/4-1BB/CD3zeta, que compreende um dominio
receptor extracelular de fragmento de NKG2D que liga ligantes nativos
de NKG2D ligados a IL-15, uma dobradica CD8a, um dominio

transmembranar CD8a, e um dominio efetor intracelular
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compreendendo 4-1BB e CD3z. Em algumas modalidades, o dominio
extracelular compreende ainda um ligante GS3. Em algumas
modalidades, o ligante GS3 esta posicionado entre IL15 e o dominio
receptor extracelular de fragmento de NKG2D. Em uma modalidade,
este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO: 88. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico é
codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 89. Em
algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 88, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 88. Em
algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 88, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK.

[00169] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que o dominio extracelular compreende um fragmento
de NKG2D acoplado a uma dobradica curta de 1gG4. Assim, em varias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/IgG4/CD8a/4-1BB/CD3zeta, que
compreende um dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D
que liga ligantes nativos de NKG2D, uma dobradica curta lgG4, um
dominio transmembranar CD8a, um dominio efetor intracelular
compreendendo 4-1BB e CD3zeta. Em uma modalidade, este receptor
quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
96. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico € codificado
pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 97. Em algumas
modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 96, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%,

pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
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pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 96. Em algumas
modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
96, o receptor quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem
melhorada, a funcdo de ativacdo e/ou citotoxica das células NK.
Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcdo pode
opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00170] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos em que o dominio efetor compreende OX40. Assim, em
varias modalidades, sao fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/CD8a/0OX40/CD3z, que compreende um
dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D que liga ligantes
nativos de NKG2D, uma dobradica CD8a, um dominio transmembranar
CD8a e um dominio efetor intracelular compreendendo OX40, e CD3z.
Em uma modalidade, este receptor quimérico compreende a sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO: 90. Ainda em outra modalidade, este
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 91. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor
quimérico pode variar da SEQ ID NO. 90, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 90. Em algumas modalidades, enquanto o receptor
quimérico pode variar da SEQ ID NO. 90, o receptor quimeérico mantém,
ou em algumas modalidades, tem melhorada, a funcao de ativacao e/ou
citotdxica das células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta
construcao pode opcionalmente ser coexpressa com mbIL15. Em vérias
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/1gG4/CD8a/OX40/CD3zeta, que
compreende um dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D
que liga ligantes nativos de NKG2D, uma dobradica IgG4, um dominio

transmembranar CD8a, um dominio efetor intracelular compreendendo
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OX40 e CD3zeta. Em uma modalidade, este receptor quimérico
compreende a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 100. Ainda
em outra modalidade, este receptor quimérico é codificado pela
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 101. Em algumas
modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 100, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95% homdloga com a SEQ ID NO. 100. Em algumas
modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
100, o receptor quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem
melhorada, a funcdo de ativacdo e/ou citotoxica das células NK.
Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcdo pode
opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00171] Em varias modalidades, sao fornecidos receptores
quiméricos compreendendo um peptideo CD28 compreendendo tanto a
regido transmembranar como o dominio efetor intracelular. Assim, em
varias modalidades, sao fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/CD28/CD3zeta, que compreende um
dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D que liga ligantes
nativos de NKG2D, uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD28, e CD3zeta. Em uma modalidade,
este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO: 92. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico é
codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 93. Em
algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 92, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 92. Em
algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da

SEQ ID NO. 92, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
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modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15. Em outras
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimeérico NKG2D/CD28/CD3zeta/4-1BB, que compreende um
dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D que liga ligantes
nativos de NKG2D, uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD28, e 4-1BB e CD3zeta. Em uma
modalidade, este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 94. Ainda em outra modalidade, este receptor
quimérico é codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:
95. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 94, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 94.
Em algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 94, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15. Em outras
modalidades, sdo fornecidos polinucleotideos que codificam um
receptor quimérico NKG2D/IgG4/CD28/CD3zeta, que compreende um
dominio receptor extracelular de fragmento de NKG2D que liga ligantes
nativos de NKG2D, uma dobradica 1gG4, um dominio
transmembranar/intracelular CD28, e CD3zeta. Em uma modalidade,
este receptor quimérico compreende a sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO: 98. Ainda em outra modalidade, este receptor quimérico é
codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 99. Em
algumas modalidades, a sequéncia do receptor quimérico pode variar
da SEQ ID NO. 98, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo
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menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 98. Em
algumas modalidades, enquanto o receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 98, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta construcéao
pode opcionalmente ser coexpressa com mblL15.

[00172] NCR1 (NKp46), NCR2 (NKp44) e NCR3 (NKp30) sao
receptores em células NK que transduzem sinais de ativacao na ligacao
do ligante. Assim, em varias modalidades, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimérico NKG2D/NCR1,
que compreende um dominio receptor extracelular de um fragmento
NKG2D que liga ligantes nativos de NKG2D e um peptideo NCR1
compreendendo tanto a regido transmembranar como o dominio efetor
intracelular. Em uma modalidade, este receptor quimérico compreende
a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 27. Ainda em outra
modalidade, este receptor quimérico é codificado pela sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 28. Em algumas modalidades, a sequéncia
do receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 30, mas se mantém,
dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homdloga com a SEQ ID NO. 27. Em algumas modalidades, enquanto
o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 27, o receptor
quimérico mantém, ou em algumas modalidades, tem melhorada, a
funcéo de ativacao e/ou citotdxica das células NK. Adicionalmente, em
varias modalidades, esta construcdo pode opcionalmente ser
coexpressa com mblL15.

[00173] Em varias modalidades adicionais, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimérico NKG2D/NCR1/4-

1BB, em que o dominio de sinalizacdo de 4-1BB atua como um segundo
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transdutor de ativacdo de sinais no dominio efetor, levando a uma
ativacao e citotoxicidade sinergicamente melhoradas de células NK. Em
varias modalidades adicionais, sdao fornecidos polinucleotideos que
codificam um receptor quimérico NKG2D/NCR2, que compreende um
dominio receptor extracelular de um fragmento NKG2D que liga ligantes
nativos de NKG2D e um peptideo NCR2 compreendendo tanto a regiao
transmembranar como o dominio efetor intracelular. Tal como o NCR1,
em varias modalidades, estas construcbes sao particularmente
favoraveis para uso na criacdo de células NK que expressam o receptor
quimérico, devido a seu tamanho relativamente pequeno e simplicidade
na sequéncia. Contudo, elas mantém a capacidade, em varias
modalidades, de produzir células NK altamente eficazes, apesar da
aparente simplicidade da construgdo. Adicionalmente, em varias
modalidades, estas construgdes podem opcionalmente ser coexpressas
com mblL15.

[00174] Em varias modalidades adicionais, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimérico NKG2D/NCR3,
que compreende um dominio receptor extracelular de um fragmento
NKG2D que liga ligantes nativos de NKG2D e um peptideo NCR3
compreendendo tanto a regido transmembranar como o dominio efetor
intracelular. Tal como o NCR1 e o NCR2, em varias modalidades, estas
construgbes sdo particularmente favoraveis para uso na criacdo de
células NK que expressam o receptor quimérico, devido a seu tamanho
relativamente pequeno e simplicidade na sequéncia. Contudo, elas
mantém a capacidade, em varias modalidades, de produzir células NK
altamente eficazes, apesar da aparente simplicidade da construcdo. Em
uma modalidade, este receptor quimérico compreende a sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 29. Ainda em outra modalidade, este
receptor quimérico é codificado pela sequéncia de aminoacido da SEQ

ID NO: 30. Em algumas modalidades, a sequéncia do receptor
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quimérico pode variar da SEQ ID NO. 29, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 29. Em algumas modalidades, enquanto o receptor
quimeérico pode variar da SEQ ID NO. 29, o receptor quimérico mantém,
ou em algumas modalidades, tem melhorada, a funcao de ativacao e/ou
citotdxica das células NK. Adicionalmente, em varias modalidades, esta
construcao pode opcionalmente ser coexpressa com mblIL15.

[00175] Em varias modalidades adicionais, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimérico NKG2D/NCR2/4-
1BB, em que o dominio de sinalizacdo de 4-1BB atua como um segundo
transdutor de ativacao de sinais no dominio efetor, desse modo levando
a um efeito sinérgico entre dominios de sinalizagdo e células NK
citotdéxicas inesperadamente eficazes. Adicionalmente, em varias
modalidades, esta construgcao pode opcionalmente ser coexpressa com
mblL15.

[00176] Em varias modalidades adicionais, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam um receptor quimérico NKG2D/NCR3/4-
1BB, em que o dominio de sinalizacdo de 4-1BB atua como um segundo
transdutor de ativacao de sinais no dominio efetor, desse modo levando
a um efeito sinérgico entre dominios de sinalizagdo e células NK
citotdxicas inesperadamente eficazes. ?7- Adicionalmente, em varias
modalidades, esta construgcao pode opcionalmente ser coexpressa com
mblL15.

[00177] Em algumas modalidades a expressdao de superficie e
eficacia dos receptores quiméricos aqui divulgados sdo melhoradas por
variagbes em uma regido espacadora (dobradica), que, em varias
modalidades, estdo localizadas no dominio extracelular entre o
fragmento NKG2D e o dominio transmembranar. Em algumas

modalidades, as regides de dobradica podem ser incluidas entre outras

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 83/196



78/122

porcdes do receptor quimérico (por exemplo, entre dominios intracelular
e transmembranar, ou entre multiplos dominios intracelulares). Em
algumas modalidades, dominios que servem certos fins tal como
divulgados em qualquer parte deste documento, podem servir funcdes
adicionais. Por exemplo, em varias modalidades, CD8a € reaproveitado
para servir como regido de dobradica (codificada, em varias
modalidades, pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5). Ainda
em uma outra modalidade, a regido de dobradica compreende uma
forma truncada de terminal N de CD8a e/ou uma forma truncada de
terminal C de CD8a. Dependendo da modalidade, estes truncamentos
podem ser pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo
menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, ou pelo menos cerca
de 90% homdlogos a dobradica codificada pela SEQ ID NO. 5. Em
varias modalidades adicionais, a dobradica compreende extensdes de
residuos de Glicina e Serina (aqui denominados "ligantes GS") onde
GSn representa a sequéncia (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)n (SEQ ID NO. 42).
Em uma modalidade, a dobradica compreende ambos CD8a e GS3, e
é codificada pela sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 32, por
exemplo, onde n=3. Em modalidades adicionais, o valor de n pode ser
iguala1,2,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15 ou maior dependendo
da modalidade. Em varias modalidades, a dobradica pode também ser
estruturada como GSn/CD8a. Alternativamente, o ligante GS pode
compreender a totalidade da regiao de dobradica. Em uma dessas
modalidades, a regido de dobradica € codificada pela sequéncia de
acido nucleico da SEQ ID NO: 33. Em outra dessas modalidades, a
regido de dobradica é codificada pela sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO: 34. Em vérias modalidades, 1gG4 é reaproveitado como
regido de dobradiga (codificada, em varias modalidades, pela sequéncia
de 4cido nucleico da SEQ ID NO: 104). Ainda em uma outra modalidade,

a regiao de dobradica compreende uma forma truncada de terminal N
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de IgG4 e/ou uma forma truncada de terminal C de 1gG4. Dependendo
da modalidade, estes truncamentos podem ser pelo menos cerca de
50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos
cerca de 80%, ou pelo menos cerca de 90% homdlogos a dobradica
codificada pela SEQ ID NO. 104.

[00178] Em varias modalidades, as construcdes de receptor
quimeérico utilizam um dominio de sinalizagao intracelular 2B4. Em
varias modalidades, este dominio & codificado pela sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 35. Em algumas modalidades, o dominio
2B4 ¢é codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 36.
Em algumas modalidades, a sequéncia do dominio intracelular 2B4
usada em um receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 36, mas
se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95% homdéloga com a SEQ ID NO. 36. Em varias modalidades,
enquanto o dominio de sinalizacdo do receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 36, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK. Da mesma maneira, em varias modalidades, € usado um
dominio intracelular NKp80 em varias modalidades. Em algumas
modalidades, o dominio NKp80 & o unico dominio de sinalizacao
intracelular, enquanto em algumas modalidades, esse dominio é usado
em conjunto com um ou mais dominios adicionais. Em varias
modalidades, o NKp80 é codificado pela sequéncia de aminoacido da
SEQ ID NO. 37. Em algumas modalidades, o dominio NKp80 é
codificado pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 38. Em
algumas modalidades, a sequéncia do dominio intracelular NKp80
usado em um receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 38, mas
se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos

75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
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95% homdloga com a SEQ ID NO. 38. Em véarias modalidades,
enquanto o dominio de sinalizacdo do receptor quimérico pode variar da
SEQ ID NO. 38, o receptor quimérico mantém, ou em algumas
modalidades, tem melhorada, a funcéo de ativacao e/ou citotdéxica das
células NK.

[00179] Em véarias modalidades, o receptor quimérico usa uma
porcdo de um receptor beta-adrenérgico como dominio
transmembranar. Em varias modalidades, a porcao compreende uma
porcdo do dominio extracelular beta-adrenérgico. Em varias
modalidades, a porcao € uma porcao do dominio transmembranar do
receptor beta-adrenérgico. Em varias modalidades, € usada uma
combinagao de um dominio extracelular e um dominio transmembranar
do receptor beta adrenérgico. Dependendo da modalidade, as por¢des
sao do receptor beta-1 e/ou beta-2 adrenérgico. Em varias modalidades,
€ usada uma porcao da regido extracelular de terminal N do receptor
beta-2 adrenérgico. Em varias modalidades, essa porcdo tem a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 39. Em algumas modalidades,
o dominio beta-2 adrenérgico extracelular € codificado pela sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO: 40. Em algumas modalidades, a
sequéncia do dominio beta-2 adrenérgico extracelular usado em um
receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 39, mas se mantém,
dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homologa com a SEQ ID NO. 39. Em varias modalidades, € usada a
primeira hélice transmembranar do receptor beta-2 adrenérgico,
opcionalmente em conjunto com o dominio beta-2 adrenérgico
extracelular. Em varias modalidades, a primeira hélice transmembranar
do receptor beta-2 adrenérgico tem a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO. 41. Em algumas modalidades, a primeira hélice transmembranar

do receptor beta-2 adrenérgico é codificada pela sequéncia de acido
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nucleico da SEQ ID NO. 42. Em algumas modalidades, a sequéncia da
primeira hélice transmembranar do receptor beta-2 adrenérgico usada
em um receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 41, mas se
mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95% homéloga com a SEQ ID NO. 41.

[00180] Em uma modalidade, o receptor quimérico compreende
CD8, NKG2D truncado, CD8a, dominio transmembranar, um dominio
intracelular CD16 e 4-1BB como molécula coestimuladora. Em varias
modalidades, uma tal construgao é codificada pela SEQ ID NO. 25. Em
varias modalidades, o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO.
25, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo
menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo
menos 95% homologa com a SEQ ID NO. 25. Em varias modalidades,
regides de dobradica que circundam CD8 sdo aumentadas por via de
adicao de ligantes GS (aqui divulgados), tais como GS3, como exemplo
nao limitativo. Em tais modalidades, a construcdo € codificada pelo
acido nucleico da SEQ ID NO. 43. Em véarias modalidades, o receptor
quimeérico pode variar da SEQ ID NO. 43, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 43. Em varias modalidades, regides de dobradica que
circundam CD8 sdo aumentadas por via de adi¢cao de ligantes GS (aqui
divulgados) mais longos, tais como GS12, como exemplo néo limitativo.
Em varias modalidades, regides de dobradica sao reduzidas por meio
de truncamento do CD8. Por exemplo, em varias modalidades, a regido
de terminal N do CD8a ¢ truncada em pelo menos 20%, pelo menos
30%, pelo menos 40%, ou pelo menos 50%. Em varias modalidades, a
dobradica CD8 é substituida por um ligante GS. Por exemplo, em varias

modalidades, a regiao de dobradica compreende um ligante GS3, desse
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modo a construgdo compreende NKG2D-GS3-CD16-4-1BB. Em uma
modalidade, uma tal construcdo € codificada pelo acido nucleico da
SEQ ID NO. 44. Em varias modalidades, o receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 44, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 44,
Em varias modalidades, nao sao usados nem o CD8 nem o GSn. Em
uma modalidade, uma tal construcao é codificada pelo acido nucleico
da SEQ ID NO. 45. Em varias modalidades, o receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 45, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 45.

[00181] Tal como discutido acima, em varias modalidades, sao
utilizadas sequéncias codon otimizadas. Por exemplo, em varias
modalidades, a codon otimizacdo (completa ou parcial) é realizada no
dominio NKG2D de um receptor quimérico. Em varias modalidades,
contudo, a cédon otimizacao nao € realizada. Em varias modalidades, é
fornecida uma construcdo de receptor quimérico com um dominio
NKG2D extracelular que nao € otimizado, uma dobradica CD8a e um
dominio de sinalizacao 4-1BB. Em varias modalidades, € fornecida uma
construcao de receptor quimérico com um dominio NKG2D extracelular
que nao é otimizado, uma dobradica CD8a e dominio transmembranar,
e um dominio de sinalizagao 4-1BB. Em varias modalidades, é fornecida
uma construcdo de receptor quimérico com um dominio NKG2D
extracelular que nao € otimizado, uma dobradica CD8a e dominio
transmembranar, um dominio de sinalizacdo 4-1BB e um dominio de
sinalizagdo 2B4. Em varias modalidades, uma tal construgdao tem a
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 46. Em varias modalidades,
o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 46, mas se mantém,

dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo
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menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%
homologa com a SEQ ID NO. 46.

[00182] Em varias modalidades, € fornecida uma construcao de
receptor quimérico com um dominio NKG2D extracelular que nao é
otimizado, um dominio transmembranar derivado de beta-adrenérgico e
um dominio de sinalizagdo 4-1BB. Em varias modalidades, € fornecida
uma construcdo de receptor quimérico com um dominio NKG2D
extracelular que nédo € otimizado, um dominio transmembranar derivado
de beta-adrenérgico feito da regido extracelular do receptor beta-2
adrenérgico e da primeira hélice transmembranar do receptor beta-2
adrenérgico e um dominio de sinalizacdo 4-1BB. Em varias
modalidades, é fornecida uma construcdo de receptor quimérico com
um dominio NKG2D extracelular que nao € otimizado, um dominio
transmembranar derivado de beta-adrenérgico feito da regido
extracelular do receptor beta-2 adrenérgico e da primeira hélice
transmembranar do receptor beta-2 adrenérgico, um dominio de
sinalizagdo 4-1BB e um dominio de sinalizacdo 2B4. Em vdrias
modalidades, uma tal construcdo tem a sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 47. Em varias modalidades, o receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 47, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 47.
[00183] Em varias modalidades, € fornecida uma construcao de
receptor quimérico com um dominio NKG2D extracelular que nao é
otimizado, uma dobradiga CD8a e um dominio de sinalizagdo 2B4. Em
varias modalidades, € fornecida uma construcao de receptor quimérico
com um dominio NKG2D extracelular que nao é otimizado, uma
dobradica CD8a e dominio transmembranar, e ambos os dominios de
sinalizagdo 2B4 e 4-1BB. Em varias modalidades, é fornecida uma

construcao de receptor quimérico com um dominio NKG2D extracelular
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que nao é otimizado, uma dobradica CD8a e dominio transmembranar,
um dominio de sinalizagdo 4-1BB e um dominio de sinalizacdo 2B4,
bem como um dominio NKp80. Em véarias modalidades, um ligante GS,
tal como um ligante GS3 liga os dominios 2B4 e NKp80. Em vérias
modalidades, uma tal construcdo tem a sequéncia de acido nucleico da
SEQ ID NO. 48. Em varias modalidades, o receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 48, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 48.
[00184] Em varias modalidades, € fornecida uma construcao de
receptor quimérico com um dominio NKG2D extracelular que nao é
otimizado, uma dobradica CD8a e um dominio de sinalizagdo NKp80.
Em varias modalidades, € fornecida uma construcdo de receptor
quimérico com um dominio NKG2D extracelular que nao € otimizado,
uma dobradica CD8a e dominio transmembranar, € um dominio de
sinalizagao NKp80. Em varias modalidades, é fornecida uma construcao
de receptor quimérico com um dominio NKG2D extracelular que néo €
otimizado, uma dobradica CD8a e dominio transmembranar, um
dominio de sinalizagdo 4-1BB e um dominio de NKp80. Em varias
modalidades, um ligante GS, tal como um ligante GS3 unindo os
dominios 4-1BB e NKp80. Em varias modalidades, uma tal construcao
tem a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 49. Em varias
modalidades, o receptor quimérico pode variar da SEQ ID NO. 49, mas
se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos
95% homéloga com a SEQ ID NO. 49.

[00185] Em varias modalidades, um dominio transmembranar CD8
esta acoplado com um dominio intracelular 2B4. Em vdrias
modalidades, um dominio transmembranar CD8 é substituido por um

dominio 2B4 que ¢é transmembranar e intracelular. Em varias
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modalidades, o dominio transmembranar CD8 € substituido por 2B4 e
4-1BB é expresso em uma configuracao proximal.

[00186] Em véarias modalidades, um dominio de sinalizacao
intracelular CD16 esta acoplado a uma subunidade CD3zeta ou gama
gque sao expressas exogenamente em frans para 0S receptores
quimeéricos aqui descritos. Tal como discutido acima, tais construgbes
podem resultar em transducao de sinal inesperadamente melhorada, e
portanto em um aumento inesperado nos efeitos citotéxicos das células
NK.

[00187] Em varias modalidades, os receptores quimeéricos sao
configurados para dimerizar, tal como discutido aqui em detalhes
adicionais. Em vérias modalidades, um receptor NKG2D truncado de
acordo com varias modalidades aqui divulgadas € opcionalmente
dimerizado. A dimerizacdo pode compreender homodimeros ou
heterodimeros, dependendo da modalidade. Em varias modalidades, a
dimerizacao resulta em uma mudanca de avidez do receptor quimérico
(e consequentemente das células NK que expressam o receptor) para
melhor reconhecimento do ligante com um equilibrio de coordenadas
em efeitos toxicos adversos reduzidos (ou ausentes). Ainda em outras
modalidades, o dominio receptor extracelular compreende ainda um
peptideo sinal CD8a. Em varias modalidades, os receptores quiméricos
utilizam dimeros internos, ou repeticbes de uma ou mais subunidades
componentes. Por exemplo, em varias modalidades, o receptor
quimérico compreende um dominio extracelular NKG2D acoplado a um
segundo  dominio  extracelular NKG2D, e uma regiao
transmembranar/de sinalizagao (ou uma regiao transmembranar
separada juntamente com uma regiao de sinalizacao separada). Em
varias modalidades, um ou mais dos dominios extracelulares NKG2D
sdo codon otimizados. Em varias modalidades, os dois dominios

extracelulares NKG2D s&o separados por um ligante, por exemplo, um
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ligante GSn. Em uma modalidade, € usado um ligante GS3. Em varias
modalidades, o dominio transmembranar compreende uma regiao
extracelular do receptor beta-adrenérgico. Em varias modalidades, o
dominio transmembranar dominio transmembranar compreende uma
regido extracelular do receptor beta-2 adrenérgico e compreende ainda
o primeiro dominio transmembranar do receptor beta-2 adrenérgico. Em
varias modalidades, a regido de sinalizagcdo compreende 4-1BB. Em
varias modalidades, a regido de sinalizagdo compreende NKp80. Em
varias modalidades, a regido de sinalizacdo compreende um dominio
transmembranar-intracelular CD16. Em varias modalidades, a regido de
sinalizacdo compreende 4-1BB em conjunto com um dominio
transmembranar-intracelular NKp80 ou CD16. Em varias modalidades,
o receptor quimérico tem a sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO.
50. Em varias modalidades, o receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 50, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%,
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% homdloga com a SEQ ID NO. 50. Em vérias
modalidades, o receptor quimérico tem a sequéncia de acido nucleico
da SEQ ID NO. 51. Em varias modalidades, o receptor quimérico pode
variar da SEQ ID NO. 51, mas se mantém, dependendo da modalidade,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% homdbloga com a SEQ ID NO. 51.
Em varias modalidades, o receptor quimérico tem a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 52. Em varias modalidades, o receptor
quimérico pode variar da SEQ ID NO. 52, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 52. Em varias modalidades, o0 receptor quimérico
compreende uma regido de dobradica. Em varias modalidades, CD8a &

reaproveitado para servir como regido de dobradica (codificada, em
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varias modalidades, pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO:
5). Em varias modalidades, o receptor quimérico compreende um
dominio transmembranar CD8a. Em varias modalidades, a regido de
sinalizacdo compreende 4-1BB em conjunto com 2B4 e CD3zeta. Em
algumas modalidades, o receptor quimérico compreende o fragmento
de NKG2D que é cbddon otimizado acoplado a um ligante GS3, um
fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, um dominio
transmembranar CD8a e um dominio efetor compreendendo 4-1BB e
CD3zeta. Em varias modalidades, o receptor quimérico tem a sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO. 66. Em varias modalidades, o receptor
quimeérico pode variar da SEQ ID NO. 66, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 50. Em vérias modalidades, o receptor quimérico receptor
quimérico compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 67.
Em varias modalidades, o receptor quimérico pode variar da SEQ ID
NO. 66, mas se mantém, dependendo da modalidade, pelo menos 70%,
pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% homdloga com a SEQ ID NO. 50.

[00188] Em varias modalidades, os receptores quimeéricos sao
configurados para serem biespecificos, tal como discutido aqui em
detalhes adicionais. Em varias modalidades, um receptor NKG2D
truncado de acordo com varias modalidades aqui divulgadas é
biespecifico devido a um segundo peptideo que liga, por exemplo,
ligantes ndo NKG2D. Em varias modalidades, a biespecificidade resulta
em uma mudanca no alvejamento do receptor quimérico (e
consequentemente das células NK que expressam o receptor) para
melhor reconhecimento de células-alvo com um equilibrio de
coordenadas em efeitos tdxicos adversos reduzidos (ou ausentes),

Ainda em outras modalidades, o dominio receptor extracelular
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compreende ainda um peptideo sinal CD8a. Por exemplo, em varias
modalidades, o receptor quimérico compreende um dominio
extracelular NKG2D acoplado a um segundo dominio extracelular que
liga outros ligantes (ndo NKG2D), e uma regido transmembranar/de
sinalizacao (ou uma regiao transmembranar separada juntamente com
uma regiao de sinalizacao separada). Em varias modalidades, os dois
dominios extracelulares sao separados por um ligante, por exemplo, um
ligante GSn. Em uma modalidade, é usado um ligante GS3.

[00189] De acordo com varias modalidades aqui divulgadas, estao
previstos receptores quiméricos adicionais que utilizam dominios
NKG2D codon otimizados (opcionalmente, estas construcbes podem
também ser replicadas com dominios nao otimizados ou parcialmente
otimizados). Por exemplo, em varias modalidades, um dominio
extracelular codon otimizado esta acoplado a uma dobradica e a pelo
menos dois dominios transmembranares/de sinalizacdo. Em vérias
modalidades, os multiplos dominios de sinalizagdo proporcionam
eficacia citotdxica melhorada das células NK porque sdo postas em
movimento multiplas cascatas de sinal ndo redundantes. Embora em
algumas modalidades, estes multiplos caminhos possam convergir em
uma unica molécula de sinalizacdo (por exemplo, IFNy), o efeito
citotoxico global aumenta inesperadamente devido a magnitude global
de moléculas de sinalizacdo que ativam uma extremidade final
citotdéxica. Como exemplo nao limitativo, em varias modalidades, um
NKG2D estd acoplado a uma dobradica CD8a seguida de um dominio
de sinalizagdo transmembranar/intracelular CD16 e um dominio de
sinalizagdo 4-1BB. Em varias modalidades, esta construcao
compreende ainda dominios de sinalizagdo 2B4. Em vdrias
modalidades, um tal receptor quimérico tem a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 53. Em varias modalidades, o receptor

quimérico pode variar da SEQ ID NO. 53, mas se mantém, dependendo
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da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 53. Em modalidades adicionais, a construcdo NKG2D-
CD8a-CD16IC/TM compreende ainda um dominio de sinalizacao
NKp80. Em varias modalidades, uma tal constru¢ao compreende ainda
um ligante GS3 entre os dominios 4-1BB e NKp80. Em varias
modalidades, um tal receptor quimérico tem a sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO. 54. Em varias modalidades, o receptor
quimérico pode variar da SEQ ID NO. 54, mas se mantém, dependendo
da modalidade, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% homologa com a
SEQ ID NO. 54.

[00190] Ainda em modalidades adicionais, certos componentes de
um receptor quimérico podem ser substituidos por uma ou mais
subunidades adicionais que resultam em eficacia melhorada (por
exemplo, ativacdo ou citotoxicidade de células NK). Por exemplo, em
uma modalidade, um dominio de sinalizagao intracelular CD16 pode ser
substituido por uma repeticdo quad de DAP10 (por exemplo, 4xDAP10).
Em uma modalidade adicional, um dominio de sinalizacao intracelular
CD16 pode ser substituido por uma subunidade Zap70. Certas
modalidades dessas, resultam em citotoxicidade de células NK
inesperadamente melhorada.

[00191] Em varias modalidades adicionais, o dominio efetor
compreende uma ou mais sequéncias hemi-ITAM de consenso para
reforcar a transducdo de sinalizacdo de ativacdo na ligacao ao ligante.
Em modalidades adicionais, a inclusdo de um ligante GS entre os
dominios de sinalizagao de 4-1BB, CD16, NCR1, NCR2 e/ou NCR3
melhora a transdugé&o de sinal. Além disso, em varias modalidades, um
dos ou ambos os CD3( e FcRy sao expressos adicionalmente

juntamente com o0s receptores quiméricos aqui descritos (quer na
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mesma construgao quer em construcao separada), o que resulta em
transducao de sinal inesperadamente melhorada, e, portanto, em um
aumento inesperado nos efeitos citotoxicos das células NK.
Dependendo da modalidade, a expressdao modificada de um ou mais
dos CD3C e FcRy suplementa a expressao enddgena destas moléculas
por células NK, desse modo melhorando ainda mais a sinalizagao e a
poténcia citotdxica final das células NK.

[00192] Opcionalmente, dependendo da modalidade, qualquer dos
polinucleotideos aqui divulgados, pode também codificar truncamentos
e/ou variantes de uma ou mais das subunidades constituintes de um
receptor quimérico, mantendo, porém, sua capacidade de direcionar
células NK para células-alvo e em varias modalidades melhorar
inesperadamente a citotoxicidade apds a ligacdo. Adicionalmente,
qualquer dos polinucleotideos aqui divulgados pode também incluir
opcionalmente sequéncias de nucleotideos cdédon otimizadas que
codificam as varias subunidades constituintes de um receptor
quimérico. Tal como aqui sdo usados, aos termos "fragmento" e
"truncado" devem ser atribuidos seus significados comuns e devem ser
também incluidas as variantes de delecao de proteinas com terminal N
e C.

[00193] Os polinucleotideos que codificam receptores quiméricos
aqui descritos podem ser inseridos em vetores para conseguir
expressao de proteina recombinante em células NK. Em uma
modalidade, o polinucleotideo esta ligado de modo operacional a pelo
menos um elemento regulador para a expressao do receptor quimérico.
Em modalidades especificas, elementos reguladores transcricionais
heterdlogos, tais como, por exemplo um sitio interno de entrada do
ribossomo (IRES) ou elemento intensificador, aos peptideos aqui
divulgados sao utilizados para direcionar a transcricao do receptor

quimérico. Em algumas modalidades, o polinucleotideo compreende um
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ou mais locais de clivagem de protease citosdlica. Em algumas
modalidades, o local de clivagem € reconhecido e clivado por uma
protease citosoélica. Em algumas modalidades, este local de clivagem é
selecionado do grupo compreendendo um local de clivagem T2A, um
local de clivagem P2A, um local de clivagem E2A, e um local de
clivagem F2A. Dependendo da modalidade, as varias partes
constituintes de um receptor quimérico podem ser entregues a uma
célula NK em um unico vetor, ou alternativamente em multiplos vetores.
Em algumas modalidades, uma construcdo de receptor quimeérico é
entregue em um unico vetor, enquanto outro fator que melhora a eficacia
do receptor quimérico, tal como a mbIL15, é entregue em um vetor
separado. Em véarias modalidades, um receptor quimérico e um fator
que melhora a eficacia do receptor quimérico (por exemplo, a mblIL15),
sao entregues em um unico vetor. Independentemente da quantidade
de vetores usados, qualquer polinucleotideo pode opcionalmente incluir
uma sequéncia de etiquetas, permitindo a identificacdo da presenca de
células NK que expressam a construcdo. Por exemplo, em varias
modalidades, € usada uma etiqueta FLAG (DYKDDDDK, SEQ ID NO.
55). Também estdo disponiveis outras sequéncias de etiquetas, tais
como uma etiqueta de poli-histidina (His-tag) (HHHHHH, SEQ ID NO.
56), HA-tag ou myc-tag (EQKLISEEDL; SEQ ID NO: 57).
Alternativamente, é usada proteina verde fluorescente ou outro meio
fluorescente. Podem também ser usadas combinagdes de tipos de
etiqueta, para reconhecer individualmente subcomponentes de um
receptor quimérico.

[00194] Em varias modalidades, o polinucleotideo que codifica o
receptor quimérico € um mRNA que pode ser introduzido nas células
NK por eletroporacdo. Em outra modalidade, o vetor é um virus,
preferencialmente um retrovirus, que pode ser introduzido em células

NK por transdugdo. Em varias modalidades, o vetor é um Virus de
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Célula Estaminal de Murino (MSCV). Em modalidades adicionais,
podem ser usados outros vetores, por exemplo, podem ser usados
lentivirus, adenovirus, virus adeno-associado e semelhantes. Em varias
modalidades, sdo usados retrovirus nao derivados de HIV. O vetor
escolhido vai depender de uma variedade de fatores incluindo, sem
limitagdo, a for¢ca dos elementos reguladores transcricionais e a célula
a ser usada para expressar uma proteina. O vetor pode ser um
plasmideo, fagomideo, cosmideo, vetor viral, fago, cromossomo
artificial e semelhantes. Em modalidades adicionais, os vetores podem
ser vetores de integracao epissomal, ndo homologamente ou
homologamente, que podem ser introduzidos nas células apropriadas
por quaisquer meios adequados (transformacdo, transfeccao,
conjugacado, fusdo de protoplastos, eletroporacdo, precipitacdo com
fosfato de calcio, microinjecao direta, etc.) para os transformar. Sao
usadas outras abordagens para induzir expressao de receptores
quiméricos em células NK em varias modalidades, incluindo, por
exemplo, a regiao promotora precoce de SV40, o promotor contido na
repeticdo de terminal de comprimento 3' do virus sarcoma Rous, 0
promotor de herpes timidina quinase, as sequéncias reguladoras do
gene metalotioneina, um promotor de adenovirus (ADV), um promotor
de citomegalovirus (CMV), o promotor do virus papiloma bovino (BPV),
o promotor do parovirus B19p6, o promotor de betalactamase, o
promotor de tac, a regiao de promotor de nopalina sintetase ou o
promotor do virus do mosaico da couve flor 35S RNA, o promotor de
ribulose bisfosfato carboxilase, o promotor de Gal 4, o promotor de ADC
(alcool desidrogenase), o promotor de PGK (fosfoglicerol quinase), o
promotor de MND sintético contendo a regido U3 de um MoMuLV LTR
modificado com o intensificador de virus sarcoma mieloproliferativo e o
promotor de fosfatase alcalina.

[00195] Células exterminadoras naturais podem ser modificadas
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para expressar 0s receptores quiméricos aqui divulgados. As
construgcbes de expressdao de receptor quimérico podem ser
introduzidas nas células NK usando qualquer técnica conhecida de um
perito na técnica. Em uma modalidade, os receptores quimeéricos sao
expressos transitoriamente nas células NK. Em outra modalidade, os
receptores quimeéricos sao expressos de modo estavel nas células NK.
Em uma modalidade adicional, as células NK sédo células autdlogas.
Ainda em uma outra modalidade, as células NK s&o células derivadas
de um doador (alogénicas).

[00196] Sao ainda proporcionados aqui métodos de tratamento de
um sujeito que tem cancer ou uma doenca infecciosa compreendendo
administrar ao sujeito uma composicdo compreendendo células NK
modificadas para expressar um receptor quimérico como aqui
divulgado, o receptor quimérico concebido para alvejar um marcador ou
ligante expresso diferentemente nas células ou tecidos danificados ou
doentes (por exemplo, expresso em um grau diferente quando
comparado com células ou tecido normal). Tal como aqui sdo usados,
aos termos "expressa”, "expresso” e "expressao” é dado seu significado
comum e devem referir-se a permitir ou causar a informagdo em uma
sequéncia de gene ou polinucleotideo para se manifestar, por exemplo,
produzindo uma proteina por ativacdo das funcdes celulares envolvidas
na transcricao e traducédo de um gene correspondente ou sequéncia de
DNA. O proprio produto da expressdo, por exemplo, a proteina
resultante, pode também ser referida como sendo "expressa" pela
célula. Um produto da expressdo pode ser caracterizado como
intracelular, extracelular ou transmembranar. Ao termo "intracelular”
deve ser atribuido seu significado comum e ele deve referir-se ao interior
de uma célula. Ao termo "extracelular” deve ser atribuido seu significado
comum e ele deve referir-se ao exterior de uma célula. Ao termo

"transmembranar" deve ser atribuido seu significado comum e ele deve
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referir-se a pelo menos uma porcdo de um polipeptideo que esta
integrada em uma membrana celular. Ao termo "citoplasmatico” deve
ser atribuido seu significado comum e ele deve referir-se a residir dentro
da membrana celular, fora do nucleo. Tal como aqui sdo usados, aos

termos "tratar,” "tratando," e "tratamento” no contexto de administragao
de uma terapia a um sujeito devem ser atribuidos seus significados
comuns e eles devem referir-se aos efeitos benéficos que um sujeito
obtém de uma terapia. Em certas modalidades, o tratamento de um
sujeito com a(s) célula(s) geneticamente modificada(s) aqui descritas
alcanca um, dois, trés, quatro ou mais dos seguintes efeitos, incluindo,
por exemplo: (i) redugcao ou melhoria da severidade da doenga ou
sintoma com ela associado; (ii) reducao da duragcdo de um sintoma
associado com uma doencga; (iii) protecao contra a progressao de uma
doencga ou sintoma associado com ela; (iv) regressao de uma doenca
ou sintoma com ela associado; (v) protecao contra o desenvolvimento
ou surgimento de um sintoma associado com uma doenca; (vi) protecao
contra a reincidéncia de um sintoma associado com uma doenca; (vii)
reducao da hospitalizacao de um sujeito; (viii) reducao da duracao da
hospitalizacdo; (ix) um aumento da sobrevivéncia de um sujeito com
uma doencga; (x) uma reducao na quantidade de sintomas associados
com uma doenca; (xi) uma intensificacdo, melhoria, suplementacéo,
complementacdo ou aumento do(s) efeito(s) profilatico(s) ou
terapéutico(s) de outra terapia. A administracao pode ser feita por uma
variedade de vias, incluindo, sem limitagao, intravenosa, intra-arterial,
subcutanea, intramuscular, intra-hepatica, intraperitoneal e/ou entrega
local em um tecido afetado. Doses de células NK podem ser
prontamente determinadas para um dado sujeito com base em sua
massa corporal, tipo e estado da doenca, e agressividade desejada para
o tratamento, mas variam, dependendo das modalidades, desde cerca

de 10° células por kg até cerca de 10'? células por kg (por exemplo, 10°
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- 107, 107 100, 10" 102 e sobreposi¢cbes destas gamas). Em uma
modalidade, é usado um regime de dose escalonada. Em varias
modalidades, € administrada uma gama de células NK, por exemplo,
entre cerca de 1 x 10° células/kg a cerca de 1 x 10% células/kg.
Dependendo da modalidade, podem ser tratados varios tipos de cancer
ou doenca infecciosa. Varias modalidades aqui previstas incluem
tratamento ou prevencado dos seguintes exemplos nao limitativos de
canceres incluindo, mas nao estando limitado a, leucemia linfoblastica
aguda (ALL), leucemia mieloide aguda (AML), carcinoma
adrenocortical, sarcoma de Kaposi, linfoma, cancer gastrointestinal,
cancer do apéndice, cancer do sistema nervoso central, carcinoma
basocelular, cancer do ducto biliar, cancer da bexiga, cancer dos 0ssos,
tumores cerebrais (incluindo mas nao estando limitado a astrocitomas,
tumores da medula espinhal, glioma do tronco encefalico,
craniofaringioma, ependimoblastoma, ependimoma, meduloblastoma,
meduloepitelioma), cancer da mama, tumores brénquicos, linfoma de
Burkitt, cancer cervical, cancer do colon, leucemia linfocitica crénica
(CLL), leucemia mieloide crénica (CML), disturbios mieloproliferativos
crénicos, carcinoma ductal, cancer endometrial, cancer do eséfago,
cancer gastrico, linfoma de Hodgkin, linfoma de ndo-Hodgkin, leucemia
de células cabeludas, cancer de células renais, leucemia, cancer da
boca, cancer nasofaringeo, cancer do figado, cancer do pulmao
(incluindo mas nao limitado a, cancer do pulmao de células nao
pequenas, (NSCLC) e cancer do pulmao de células pequenas), cancer
pancreatico, cancer do intestino, linfoma, melanoma, cancer ocular,
cancer do ovario, cancer pancreatico, cancer da préstata, cancer da
pituitaria, cancer uterino e cancer vaginal.

[00197] Ademais, varias modalidades aqui previstas incluem
tratamento ou prevencado dos seguintes exemplos nao limitativos de

doencas infecciosas incluindo, mas nao limitado a, infegbes de origem
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bacteriana podem incluir, por exemplo, infecbes com bactérias de um
ou mais dos seguintes géneros: Bordetella, Borrelia, Brucella,
Campylobacter, Chlamydia e Chlamydophila, Clostridium,
Corynebacterium, Enterococcus, Escherichia, Francisella,
Haemophilus, = Helicobacter,  Legionella,  Leptospira, Listeria,
Mpycobacterium, Mycoplasma, Neisseria, Pseudomonas, Rickettsia,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Treponema,
Vibrio, e Yersinia, e mutantes ou combinacbes destas. Em varias
modalidades, sdao proporcionados métodos para tratar uma variedade
de infegbes virais, tais como as causadas por um ou mais virus, tais
como o adenovirus, virus de Coxsackie, virus de Epstein-Barr, virus da
hepatite A, virus da hepatite B, virus da hepatite C, virus do herpes
simplex, tipo 1, virus do herpes simplex, tipo 2, citomegalovirus, virus
do ebola, herpesvirus humano, tipo 8, HIV, virus da gripe, virus do
sarampo, virus da caxumba, papilomavirus humano, virus
parainfluenza, poliovirus, virus da raiva, virus sincicial respiratorio, virus
da rubéola e virus varicela-zoster.

[00198] Em algumas modalidades, sao também aqui proporcionadas
sequéncias de acido nucleico e aminoacido que tém homologia de pelo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% (e gamas entre
estes) quando comparadas com as respetivas sequéncias de acido
nucleico e aminoacido das SEQ ID NOS. 1-68 e que também exibem
uma ou mais das fungdes quando comparadas com as respetivas SEQ
ID NOS. 1-68: incluindo mas nao limitado a, (i) proliferacdo melhorada,
(i) ativacdo melhorada, (iii) atividade citotdxica melhorada contra
células que apresentam ligantes aos quais células NK abrigando
receptores codificados pelas sequéncias de acido nucleico e
aminoacido se ligam, (iv) identificacdo melhorada do tumor ou sitios
infetados, (v) reduzidos efeitos citotoxicos fora do alvo, (vi) secrecao

melhorada de citocinas e quimiocinas imunoestimuladoras (incluindo,
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mas nao limitado a IFNg, TNFa, IL-22, CCL3, CCL4, e CCL5), (vii)
capacidade melhorada de estimular respostas imunes inatas e
adaptativas adicionais, e (viii) combinag¢des destas.

[00199] Adicionalmente, em varias modalidades, sdo proporcionadas
sequéncias de aminoacido que correspondem a qualquer dos acidos
nucleicos aqui divulgados, enquanto representam a degenerescéncia
do codigo do acido nucleico. Além disso, essas sequéncias (quer de
acido nucleico quer de aminoacido) que variam daquelas
expressamente divulgadas aqui, mas tém similaridade ou equivaléncia
funcional estdo também contempladas no escopo da presente
descricdo. O exposto acima inclui mutantes, truncamentos,
substituicées ou outros tipos de modificacoes.

[00200] Estdo aqui previstos, de acordo com varias modalidades,
polinucleotideos que codificam receptores quiméricos, compreendendo
um dominio receptor extracelular, em que o dominio receptor
extracelular compreende um peptideo que liga ligantes nativos de
membro D do Grupo 2 de Exterminadores Naturais (NKG2D), em que o
peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é um fragmento de
NKG2D, um dominio efetor compreendendo uma regido
transmembranar e um dominio de sinalizagao intracelular. Em varias
modalidades, o fragmento de NKG2D ¢é codificado por um
polinucleotideo compreendendo a sequéncia SEQ ID NO. 2 ou 3 ou 68,
ou um seu equivalente funcional. Em varias modalidades, o
polinucleotideo codifica um dominio efetor compreendendo CD16. Em
varias modalidades, o polinucleotideo codifica um dominio efetor
compreendendo NCR1. Em varias modalidades, o polinucleotideo
codifica um dominio efetor compreendendo NCR2. Em varias
modalidades, o polinucleotideo codifica um dominio efetor
compreendendo NCR3. Em algumas modalidades, o polinucleotideo

codifica uma porcéao adicional de dominio efetor compreendendo 4-1BB.

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 103/196



98/122

Em varias modalidades, o polinucleotideo codifica um receptor
quimérico feito de NKG2D e CD16. Em varias modalidades, o
polinucleotideo codifica um receptor quimérico feito de NKG2D e NCR1.
Em varias modalidades, o polinucleotideo codifica um receptor
quimérico feito de NKG2D e NCR2. Em modalidades adicionais, o
polinucleotideo codifica um receptor quimérico feito de NKG2D
acoplado a CD16 e opcionalmente 4-1BB. Em véarias modalidades,
CD16 é substituido por NCR1, e em algumas modalidades, por NCR2,
ou mesmo NCR3, dependendo da modalidade. Em varias modalidades,
o dominio efetor compreende ainda um ligante GS entre, por exemplo,
4-1BB e um dentre CD16, NCR1, NCR2, ou NCR3.

[00201] Em varias modalidades, o dominio receptor extracelular
compreende ainda uma regido de dobradica. Em varias modalidades, a
regido de dobradica compreende CD8a. Contudo, em modalidades
adicionais, a regiao de dobradica compreende ainda um ou mais
ligantes que, em algumas modalidades, compreendem GS9,
CD8a/GS3, CD8a truncado, GS3 e semelhantes.

[00202] Em varias modalidades, o dominio receptor extracelular
compreende ainda um peptideo sinal CD8a. Em varias modalidades, o
dominio efetor compreende uma ou mais sequéncias hemi-ITAM. Em
varias modalidades, o receptor quimérico ndo compreende proteina
ativadora de DNAX 10 (DAP10). Em varias modalidades, o receptor
quimérico ndo compreende um motivo ITAM, mas em vez disso utiliza
uma regido de sinalizagao alternativa, tal como um ITSM, hemi-tam ou
outra regiao de coestimulagao.

[00203] Em uma modalidade, é proporcionado um polinucleotideo
que codifica um receptor quimérico compreendendo um dominio
receptor extracelular, em que o dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D), em que o peptideo que
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liga ligantes nativos de NKG2D € um fragmento de NKG2D, uma regiao
transmembranar, em que a regido transmembranar compreende CD8a
e um dominio efetor, em que o dominio efetor compreende 4-1BB e CD3
zeta, em que o polinucleotideo é coexpresso com uma construcao
adicional codificando interleucina ligada a membrana 15 (mbIL15).
[00204] E também proporcionado, em varias modalidades, um
polinucleotideo que codifica um receptor quimérico compreendendo um
dominio receptor extracelular, em que o dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D), em que o peptideo que
liga ligantes nativos de NKG2D € um fragmento de NKG2D, uma regiao
transmembranar, em que a regidao transmembranar compreende CD8a,
e um dominio efetor, em que o dominio efetor compreende 4-1BB € o
dominio intracelular de 2B4 ou DAP10. O polinucleotideo que codifica
um receptor quimérico tal como aqui descrito compreende um segundo
peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D. Em varias modalidades,
os ligantes nativos de NKG2D incluem, mas nao estdo limitados a,
MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4, ULBP5 ou ULBP6. Em
varias modalidades, a porcao do receptor quimérico que liga ligantes
nativos de NKG2D tem pelo menos 80% de homologia com a SEQ ID
NO: 1, 2, 3 ou 68.

[00205] Em varias modalidades, o polinucleotideo proporcionado €
um mRNA. Em algumas modalidades, o polinucleotideo esta ligado de
modo operacional a pelo menos um elemento regulador para a
expressao do receptor quimeérico. Tal como sdo aqui usados, aos termos
"acido nucleico", "nucleotideo," e "polinucleotideo” devem ser atribuidos
seus significados comuns e devem incluir desoxirribonucleotideos,
acidos desoxirribonucleicos, ribonucleotideos e acidos ribonucleicos e
suas formas poliméricas, e inclui formas de cadeia simples ou dupla.

Acidos nucleicos incluem acidos nucleicos que ocorrem naturalmente,
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tais como acido desoxirribonucleico ("DNA") e &cido ribonucleico
("BRNA") bem como acidos nucleicos analogos. Analogos de acido
nucleico incluem aqueles que incluem bases que nao ocorrem
naturalmente, nucleotideos que engajam em ligagdes com outros
nucleotideos que nao a ligacao fosfodiéster que ocorre naturalmente ou
que incluem bases conectadas através de ligagdes que nao as ligacbes
fosfodiéster. Assim, analogos de acido nucleico incluem, por exemplo e
sem limitacdo, fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforotriésteres,
fosforamidatos, boranofosfatos, metilfosfonatos, quirometilfosfonatos,
2-O-metil-ribonucleotideos, acidos nucleicos peptidicos (PNA), acidos
nucleicos bloqueados (LNA) e semelhantes. Tal como aqui € usado, ao
termo "ligado de modo operacional,” por exemplo no contexto de uma
sequéncia reguladora de acido nucleico estando "ligada de modo
operacional" a uma sequéncia heteréloga de acido nucleico, deve ser
atribuido seu significado comum e deve significar que a sequéncia
reguladora de &cido nucleico esta colocada em uma relagdo funcional
com a sequéncia heterdloga de acido nucleico. No contexto de um
IRES, "ligado de modo operacional a" se refere a uma ligacao funcional
entre uma sequéncia de acido nucleico contendo um sitio interno de
entrada do ribossomo e uma iniciacdo de uma sequéncia de codificacao
heter6loga em meio de uma sequéncia de mRNA resultando na
traducdo da sequéncia de codificacdo heteréloga. Tal como é aqui
usado, ao termo "vetor" deve ser atribuido seu significado comum e ele
deve referir-se a um veiculo através do qual uma sequéncia DNA ou
RNA (por exemplo, um gene estranho) pode ser introduzida em uma
célula geneticamente modificada, de modo a transformar a célula
geneticamente modificada e promover a expressao (por exemplo,
transcricdo e/ou traducdo) da sequéncia introduzida. Vetores incluem
virus, plasmideos, fagos, etc. Ao termo "receptor quimérico”, tal como é

aqui usado, deve ser atribuido seu significado comum e ele deve referir-
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se a um receptor de superficie de célula compreendendo pelo menos
dois dominios polipeptideos ndo encontrados naturalmente juntos em
uma unica proteina. O termo "complexo de receptores quiméricos" tal
como € aqui usado se refere a um primeiro polipeptideo, que pode
compreender pelo menos dois dominios de polipeptideos em uma
combinag&do que nao € naturalmente encontrada em conjunto em uma
Unica proteina, primeiro polipeptideo este que esta associado com um
segundo polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo adaptador, uma
molécula de sinalizacdo, ou uma molécula estimuladora. Termos
adicionais relativos a geracao e uso de receptores quiméricos tal como
aqui divulgados sao prontamente entendidos por um perito na técnica e
podem também ser encontrados na Publicacdo Internacional WO
2014/117121 e na Patente dos EUA N.? 7,994,298, cada um dos quais
incorporado em sua totalidade neste documento por referéncia.
[00206] De acordo com varias modalidades, é fornecido
adicionalmente um vetor compreendendo o polinucleotideo que codifica
qualquer dos polinucleotideos aqui previstos, em que 0s
polinucleotideos estao opcionalmente ligados de modo operacional a
pelo menos um elemento regulador para expressao de um receptor
quimérico. Em varias modalidades, o vetor € um retrovirus.

[00207] Sao aqui adicionalmente fornecidas células exterminadoras
naturais modificadas compreendendo o polinucleotideo, vetor ou
receptores quiméricos tal como aqui divulgados. Em varias
modalidades, estas células NK sdo adequadas para uso no tratamento
ou prevencao da doencga, tal como, por exemplo, cancer e/ou doenca
infecciosa.

EXEMPLOS

Metodos

[00208] Os seguintes métodos e materiais experimentais foram

usados nos exemplos experimentais nao limitativos abaixo divulgados.
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Linhas de Células e Condigbes de Cultura

[00209] A linha de células de leucemia aguda linfoblastica REH, a
linha de células de osteossarcoma humano U-2 OS e as células de
fibroblasto de rim embrionario humano 293T (HEK 293T) foram obtidas
da American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, Virginia). As
celulas REH foram mantidas e crescidas no Roswell Park Memorial
Institute série 1640 (RPMI-1640; Gibco, Carlsbad, Califérnia)
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FBS; Hyclone, Logan,
Utah) e 1% de penicilina-estreptomicina. Ambas as células HEK 293T e
U-2 OS foram mantidas e crescidas no Eagles Medium modificado por
Dulbecco (DMEM; Hyclone) suplementadas com 10% de FBS e 1% de
penicilina-estreptomicina. Todas as células de mamiferos foram
incubadas a 37 € com 5% de CO2.

Plasmideos de DNA

[00210] Um plasmideo de DNA contendo o receptor quimérico
NKG2D-DAP10-CD3¢ foi feito como anteriormente descrito (ver Chang
et al. Cancer Research, Vol. 73(6): 2013). Foi usada a unido por
sobreposicao da reacdo em cadeia da polimerase de extensao (SOE-
PCR) para fundir os dominios individuais que formam a construcao
NKG2D-41BB-CD3(. Essa construgdo foi entdo inserida no vetor
retroviral do Virus de Células Estaminais de Murino (MSCV) (Figura 3A).
As construcdes para NKG2D-CD16 e NKG2D-CD16-41BB foram cédon
otimizadas e inseridas no vetor MSCV (Figura 3B) por GenScript
(Nanjing, China). As sequéncias das construcdes foram verificadas por
sequenciamento de DNA.

Expanséao de Células NK Humanas

[00211] As células mononucleares de sangue periférico humano
(PBMC) foram obtidas por centrifugacdo de densidade Ficoll de
amostras de sangue de doadores adultos saudaveis. Para expandir as
células NK, foram cultivadas PBMC com K562 geneticamente
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modificado com ligagcdo a membrana IL-15 e ligante 4-1BB (K562-mb15-
41BBL). As células foram cultivadas em Meio de Crescimento de
Células Estaminais (SCGM; Cell Genix, Freiburg, Alemanha)
suplementada com 40IU de IL-2/mL a cada dois dias.

[00212] Apods 7 dias de cultura, as células NK foram esgotadas de
células T usando anti-CD3 Dynabeads (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia).
As células NK foram entao cultivadas em SCGM suplementado com 40-
200 IU de IL-2/mL, a cada dois dias.

Producéo de Retrovirus e Transdug¢éo de Células NK

[00213] A producdo do retrovirus foi realizada por transfeccao
transitoria de células HEK 293T com plasmideos de empacotamento
retroviral. As células HEK 293T foram primeiro semeadas em uma
concentracdo de 2,5x10° células em 12 mL de DMEM 18 horas antes
da transfeccdo. As células foram entdo transfectadas com 3,5 ug de
vetor MSCV contendo os respectivos receptores quiméricos NKG2D
(construgbes nao limitativas sao ilustradas esquematicamente nas
Figuras 1B-1C e 2A-2B), 3,5 ug de pEQ-PAM3, e 3,0 ug de pRDF. Para
controle, foi usado o vetor MSCV vazio contendo GFP. Foi usado o
Reagente de Transfeccdo X-tremeGENE 9 DNA (Roche, Basel, Suica)
para a transfeccdo. O DMEM foi substituido com RPMI-1640
condicionado 24 horas apés a transfecgao.

[00214] A transducdo do transgene de receptor quimérico NKG2D
em células NK foi feita 18 horas ap6s a mudanca de meio. As células
NK foram primeiro suspensas em uma concentracdo de 0,25x10°
células em 2 mL de RPMI-1640 condicionado. As células foram
seguidamente semeadas em tubos revestidos RetroNectin (TaKaRa,
Otsu, Japao). O RPMI-1640 contendo o retrovirus (sobrenadante do
virus) foi colhido das culturas de células HEK 293T e foi adicionado as
culturas meio condicionado fresco. O sobrenadante viral foi

suplementado com 200 IU de IL-2/mL e foram dispensados 3 mL do
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sobrenadante viral em cada tubo revestido RetroNectin (contendo as
células NK semeadas). De acordo com certas modalidades de producao
de células NK, foram transduzidas seis vezes células NK semeadas,
uma vez a cada 12 horas com meio viral fresco. As células NK
transduzidas foram entdo colhidas 48 horas apds a ultima transducéo,
e cultivadas em SCGM com a adicao de 200 IU de IL-2/mL a cada dois
dias. As células NK transduzidas foram usadas para experimentos 14 a
28 dias apds a expansao.

Deteccéo da Expresséo de Receptor Quimérico por Citometria de Fluxo
[00215] As células NK transduzidas foram lavadas uma vez com
solucdo salina tamponada com fosfato contendo albumina, e foram
adicionados 2 pL de soro de coelho. As células foram entdo coradas
com anticorpo anti-humano NKG2D conjugado com clorofila peridinina
(PerCP) (clone 149810; R&D Systems, Minneapolis, EUA) durante 10
minutos na escuriddo. Para os controles, as células NK transduzidas
foram coradas com o respectivo anticorpo isotipo 1gG conjugado com
PerCP. Todas as células NK foram lavadas outra vez e fixadas com 300
uL 0,5% de formaldeido antes da analise usando o citdmetro de fluxo
Accuri C6 (BD, Franklin Lakes, Nova Jérsia). Os dados foram analisados
usando um teste-t pareado.

Ensaios de Citotoxicidade

[00216] Células REH foram coradas com calceina AM vermelho-
laranja (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts). Foram
semeadas células REH em uma placa de fundo redondo de 96 pocos
(CoStar, Corning, Nova lorque). Foram entdo adicionadas células NK
transduzidas em varios racios efetor : alvo (E:T). As culturas de células
foram incubadas durante quatro horas a 37 C e 5% de CO2. Foram
contadas as células-alvo viaveis coradas usando o citbmetro de fluxo
Accuri C6. Foram semeadas células U-2 OS em uma placa branca de

fundo plano de 96 pocos (Costar) e incubadas durante quatro horas.
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Células NK transduzidas foram entdo adicionadas de acordo com
diferentes racios E:T. As culturas de células foram entdo incubadas
durante mais quatro horas. Antes da analise, foi adicionado as células
o substrato Bright-Glo (Promega, Madison, Wisconsin). Foi medida a
intensidade de luminescéncia das células-alvo viaveis usando o Leitor
de Fluorescéncia FLx800 (Bio Tek, Winooski, Vermont). Diferencas
entre a intensidade de luminescéncia e o controle foram convertidas
para percentagem de citotoxicidade.

Ensaio de Producéo de Interferon gama (IFNy)

[00217] Para determinar a quantidade de IFNy produzido pelas
células NK, foram primeiro cultivadas células-alvo e efetor com (E:T de
1:1) ou sem REH em uma placa de fundo redondo de 96 pocos. As
células foram incubadas durante uma hora antes da adigao de GolgiPlug
(brefeldin A; BD Biosciences). Ap6s mais 5 horas de cultura, as células
foram marcadas com anticorpo anti-humano CD56 conjugado com
ficoeritrina (PE) (clone MY31, BD Biosciences). As células foram
permeabilizadas usando um reagente de permeabilizacio proprietaria e
incubadas durante 40 minutos na escuriddo. As células foram entéao
lavadas com um tampao de lavagem proprietario. Foi detectado IFNy
intracelular com anticorpo IFNy conjugado com aloficocianina (APC)
(clone 25723.11; BD Biosciences) durante 45 minutos. As células foram
entéo fixadas e analisadas usando o citémetro de fluxo Accuri C6.
Exemplo 1 — Construgbes de NKG2D Contendo CD3-zeta

[00218] Tal como aqui divulgado, sado proporcionadas varias
construgbdes compreendendo NKG2D e/ou variantes de NKG2D
acopladas com varios dominios transmembranares e/ou de sinalizacao.
O presente experimento foi conduzido para avaliar a expressao € a
atividade citotdéxica de construcbes compreendendo dominios de
sinalizacdo CD3-zeta. Duas constru¢cées CD3-zeta foram preparadas e

testadas de acordo com os métodos e materiais acima descritos.
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Dependendo da construcdo, os métodos usados podem ser
prontamente ajustados para representar variagdes requeridas para
gerar, expressar e testar uma construcao. As duas construcdes foram
NKG2D-DAP10-CD3C e NKG2D-41BB-CD3C. Para referéncia, a Figura
1A representa esquematicamente um NKG2D end6geno. Em células
NK, interagbes ibnicas entre a regido transmembranar do NKG2D
permitem associagcdo com sua proteina adaptadora DAP10 (Wu et al.,
1999). Na ligacdo com o ligante, os sinais de NKG2D sao transduzidos
através do motivo de sinalizacdo, YxNM, encontrado na DAP10. O CD3¢
transduz sinais através de seu motivo de ativacdo do imunorreceptor
baseado em tirosina (ITAM; Lanier, 2008). As duas construgoes
experimentais estao ilustradas esquematicamente nas Figuras 1B e 1C,
respectivamente. A Figura 1B mostra NKG2D-DAP10-CD3¢, com
sinalizacdo ocorrendo através de ambos os motivos YxNM e ITAM. A
Figura 1C mostra a construcdo NKG2D-41BB-CD3¢, que utiliza uma
regido de dobradica CD8a como dominio transmembranar € 4-1BB e
CD3¢ como dominios de sinalizagdo.

[00219] Foi primeiro avaliada a capacidade das células NK de
expressarem eficazmente estas constru¢gdes. Foram transduzidas
células NK expandidas de PBMC de doadores adultos saudaveis com
um dos dois receptores quiméricos. Células NK transduzidas da
simulagao foram usadas como controle (transduzidas com vetor MSCV
vazio contendo apenas GFP). A presenca e relativa abundancia dos
receptores quiméricos foram determinadas através da coloracdo de
células NK com um anticorpo anti-NKG2D conjugado com Per-CP. A
Figura 4A mostra dados de citometria de fluxo representativos,
relacionados com a percentagem de células NK positivas para NKG2D
apoés a transducdo com a Simulacao (painel do lado esquerdo), as
construgcdes NKG2D-DAP10-CD3( (painel central) ou NKG2D-41BB-

CD3C (painel do lado direito). Células transduzidas da simulacao
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mostraram auséncia de expressdo de NKG2D com o anticorpo usado
(que nao mostra coloragcao acima de um anticorpo nao reativo
compativel com o isotipo, apesar da expressao de NKG2D naturalmente
elevada em células NK ativadas), enquanto um pouco menos de 60%
de células transduzidas com a construcdo NKG2D-DAP10-CD3¢
exibiram expressdo de NKG2D acima do controle de anticorpo nao
reativo compativel com o isotipo, e mais de 80% de células NK
transduzidas com o NKG2D-41BB-CD3(. Dados agrupados para a
percentagem de células NK positivas para NKG2D de todos os
doadores sao mostrados na Figura 4B. Ambas as construgdes NKG2D
modificadas resultam em ganho substancial em expressao de NKG2D
comparada com a Simulacdo, embora nao haja uma diferenca
significativa entre a percentagem de expressao das duas construgdes.
A Figura 4C representa dados de expressao baseados em Intensidade
Média de Fluorescéncia (MFI), que representam, dentro da populagao
que expressa a construcdo de NKG2D, o grau ao qual essa célula
expressa a construcao (por exemplo, multiplas cépias da construcao por
célula resultariam em um MFI maior). Através desta medida, a
expressao da NKG2D-41BB-CD3( é significativamente maior do que a
da construcao NKG2D-DAP10-CD3c.

[00220] Coletivamente, estes dados demonstram que, de acordo
com varias modalidades aqui divulgadas, construcées modificadas
podem ser expressas em células NK com sucesso. Em vérias
modalidades, pode ser conseguida expressao melhorada da construcao
por transducédo repetida das células NK com uma construcao particular.
Em varias modalidades, os componentes das constru¢cdes podem ser
entregues a uma célula em um unico vetor, ou alternativamente usando
multiplos vetores. Dependendo da modalidade, a prépria construcao
pode resultar em expressao melhorada, por exemplo, uma construcao

linear ou da cabeca a cauda pode resultar em expressdao aumentada
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devido a um menor grau de montagem em célula que uma multipla
construcao de subunidade requer.

[00221] Para além da expressdao bem-sucedida de construgbes
NKG2D em células NK, é necessaria uma sinalizacao eficaz das células
NK para atuar em células-alvo. Para avaliar a poténcia das duas
populacdes de células NK transduzidas, foram realizados ensaios de
citotoxicidade usando duas linhas de células que sao sensiveis a
atividade de células NK, a REH (células de suspensao) e U-2 OS
(células aderentes). Nas Figuras 5A-5C sao mostrados dados
resumindo a percentagem de citotoxicidade dos diferentes grupos de
células NK contra células REH e em doadores independentes com dois
racios E:T (as barras de erro representam o desvio padrdo; todos os
experimentos sao dados em triplicados; n = 3 (P <0,001)). Tal como
representado nas Figuras 5A-5C, as células NK expressando qualquer
receptor quimérico NKG2D (NKG2D-DAP10-CD3¢ mostrado com uma
seta identificada com (a) e NKG2D-41BB-CD3{ mostrado com uma seta
identificada com (b)) tiveram uma citotoxicidade significativamente mais
elevada contra REH para todos os trés doadores quando comparada
com células NK da simulacdo (mostradas com uma seta identificada
com (c)). A percentagem de citotoxicidade média das células NK
expressando NKG2D-DAP10-CD3¢ foi 91,8% + 5,8% (racio E:T 1:1) e
83,9% % 5,6% (racio E:T 1:2). As células NK transduzidas com NKG2D-
41BB-CD3¢ mostraram poténcias semelhantes - 87,4% + 6,1% com um
racio E:T de 1:1 e 76,2% * 4,8% com um racio E:T de 1:2. Células NK
expressando receptor quimérico também mostraram citotoxicidade
elevada contra U-2 OS quando comparadas com células NK
transduzidas da simulagao (Ver Figuras 6A-6C, a Figura 6A representa
NKG2D-DAP10-CD3C mostrado com uma seta identificada com (a), a
Figura 6B representa NKG2D-41BB-CD3¢ mostrado com uma seta

identificada com (b) e a Figura 6C representa células NK da simulagao
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mostradas com uma seta identificada com (c)).

[00222] Estes dados proporcionam a evidéncia de que as células NK
podem ndo sO6 ser modificadas para expressar construcées de
receptores quiméricos, mas essas células que expressam os receptores
quiméricos sdo capazes de ser ativadas e de gerar com sucesso efeitos
citotéxicos melhorados contra células-alvo. E importante evidenciar que
esses dados também mostram que ha apenas uma ligeira diminuicao
na poténcia das células quando estdo na presenca de uma maior
quantidade de células-alvo (duplicada neste experimento). Isto sugere
que os efeitos citotdxicos desejados das células NK modificadas podem
ainda ser realizados, mesmo quando as células NK estao presentes em
menores quantidades relativamente a células-alvo, tal como seria
provavelmente o caso em utilizagcdo clinica. Ademais, estes dados
indicam que, de acordo com algumas modalidades, uma menor
densidade ou grau de expressao de receptor quimérico em uma dada
célula NK n&o resulta necessariamente em efeitos citotoxicos reduzidos
de modo coordenado, e pode estar associado com uma eficicia
inesperada das células NK em vista de sua menor expressdo de
construgao. Adicionalmente, estes dados representam a citotoxicidade
melhorada inesperadamente que € conseguida de acordo com varias
modalidades. Embora as células NK ndo modificadas sejam citotoxicas
e expressem uma quantidade significativa de NKG2D na ativagéo, €
inesperado que as células modificadas aqui divulgadas possam
empurrar os efeitos citotdxicos significativamente para além do que
pode ser considerado um teto ja elevado (por exemplo, citotoxicidade
de células NK nativas).

[00223] Além dos dados de citotoxicidade, foi examinado o
mecanismo através do qual as células NK exercem estes efeitos, por
avaliacdo da produgéo de interferon-gama (IFNy) pelas células NK que

expressam as varias constru¢cées NKG2D. O IFNy é uma citocina chave
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produzida e libertada pelas células NK (tipicamente durante uma
resposta imune inata) que recruta macréfagos e tem efeitos
imunoestimuladores. A Figura 7A mostra a quantidade relativa de
producdo de IFNy (medida por MFI) em Simulagdo (painel do lado
esquerdo), nas células NK que expressam NKG2D-DAP10-CD3¢
(painel central), e nas células NK que expressam NKG2D-41BB-CD3(
(painel do lado direito) com ou sem estimulacdo por células REH. As
células NK foram coloridas por anticorpo anti-IFNy conjugado com APC
para IFNy intracelular. Os dados foram analisados por teste t pareado.
Estes dados mostram que cada um dos trés grupos de células NK foi
observado com tendo um nivel semelhante de produgéo de IFNy sem
estimulagdo, com um aumento observado apds estimulacéo por células
REH. Tal como previsto em varias modalidades, as células NK
modificadas que expressam construcdes NKG2D podem originar
producdo robusta de citocina. A presenca de uma célula-alvo (aqui,
células REH) nas quais as respostas das células NK modificadas
colocam em movimento a cascata bioquimica que leva a producao de
IFNy e finalmente a efeitos citotdéxicos. Como mostrado na Figura 7A,
as células NK que expressam NKG2D-41BB-CD3¢ mostram uma
producao robusta de IFNy na presenca de células REH estimuladoras.
Curiosamente, as células NK que expressam NKG2D-DAP10-CD3¢ nao
mostraram um grau semelhante de resposta. Isto € ainda demonstrado
na Figura 7B, onde sdo avaliados niveis de IFNy entre grupos diferentes
de células NK apéds estimulacdo com células REH (foram representados
valores medianos; os dados foram analisados por teste t ndo pareado).
Todos os experimentos de IFNy foram realizados em triplicados, com
trés doadores independentes, n = 9. A Figura 7B mostra que a producao
de IFNy por células NK que expressam NKG2D-DAP10-CD3¢ nao foi
significativamente diferente das células NK transduzidas da simulacao.

Em contraste, as células NK que expressam NKG2D-41BB-CD3¢
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mostram um significativo aumento na producdo de IFNy quando
comparadas com células NK transduzidas da simulagao. Estes dados
sao interessantes porque eles demonstram que, tal como aqui discutido,
a sinalizacdo por um receptor quimérico em resposta a ligacdo ao
ligante € uma etapa essencial na geracao de efeitos citotéxicos contra
a célula-alvo de interesse. Contudo, ndo ha um unico caminho através
do qual as varias construgdes sinalizam, uma vez que as células NK
transduzidas com dois diferentes receptores quimeéricos exibem
citotoxicidade relativamente semelhante, mas sem niveis paralelos de
producao de IFNy. Assim, de acordo com algumas modalidades, sao
proporcionadas construgdes que alcancam efeitos citotéxicos através
de uma producao elevada de IFNy, ou outra citocina imunoestimuladora,
quando comparada com células NK normais. Contudo, em varias
modalidades, o0 aumento de producdo de IFNy ndo é necessariamente
conseguido ou detectado, em vez disso pode ser explorado outro
caminho imunoestimulador por uma dada construcdo quimérica para
alcangar efeitos citotoxicos elevados.

Exemplo 2 — Constru¢bées de NKG2D Contendo CD16 e CD16-4-1BB
[00224] Foram geradas construgdes adicionais para avaliar a
expressao, a citotoxicidade e a producdo de citocina. Como aqui
previsto, varias modalidades se referem a construcdes compreendendo
um NKG2D truncado (em algumas modalidades, cédon otimizado), que
utiliza um dominio transmembranar e/ou de sinalizacdo CD16. As
construcbes geradas para avaliagdo neste experimento sao
esquematicamente mostradas nas Figuras 2A-2B, que mostram a
estrutura dos receptores quiméricos A) NKG2D-CD16 e B) NKG2D-
CD16-41BB. Ambos 0s receptores quiméricos contam com a regiao
transmembranar de CD16 para se associar com CD3¢ ou FcRy. Os
plasmideos usados para gerar essas construcbes sdo mostrados na

Figura 3B. Como acima discutido, em varias modalidades, as
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construgdes utilizadas baseiam-se na expressao endégena de CD3¢ ou
FcRy, contudo, em varias modalidades, o plasmideo codificando o
receptor quimérico (ou um plasmideo separado) esta configurado para
elevar a expressdo de CD3( e/ou FcRy pela célula NK, desse modo
melhorando a poténcia das células.

[00225] Tal como acima, foram avaliados os niveis de expressao das
construgbes. A Figura 8A mostra dados de citometria de fluxo
representativos para a simulacao (painel do lado esquerdo), células NK
que expressam NKG2D-DAP10-CD3¢ (painel central), e células NK que
expressam NKG2D-CD16 (foram realizados Experimentos usando
células de trés doadores independentes representados por diferentes
simbolos. Os dados foram analisados por teste t pareado). A Figura 8B
mostra dados resumidos referentes a percentagem de células que
expressam NKG2D (e consequentemente as construgdes). Como
esperado, células NK transfectadas na simulacdo mostram baixos
niveis de expressao de NKG2D com o anticorpo usado. Em contraste,
ambas as  construgcdes modificadas  exibem expressao
significativamente melhorada, com células NK transduzidas de NKG2D-
CD16 expressando 35,8% + 6,9%, maior expressdo quando
comparadas com células NK transduzidas da simulacao.
Adicionalmente, como avaliado por MFI (Figura 8C), as células NK
transduzidas de NKG2D-CD16 também exibem aumento de expressao
da construcdo. Estes dados sao importantes para demonstrar que as
constru¢cdes podem ser introduzidas eficazmente em células NK e sao
expressas.

[00226] Havendo estabelecido a expressdo das construgdes, foi
avaliada sua capacidade para exibir efeitos citotoxicos. Como discutido
acima, as células NK desses trés doadores foram testadas quanto a
efeitos citotoxicos contra células REH e células U-2 OS, cada uma com

trés racios E:T (todos os experimentos foram feitos em triplicado, n=3).
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Curiosamente, a expressao melhorada da construcao de NKG2D-CD16
quando comparada com células NK da simulacdo nao resultou em
aumento de citotoxicidade (ver Figura 9A-9C, as barras de erro
representam desvios padrdo). Tal como no exemplo anterior, as células
NK que expressam NKG2D-DAP10-CD3¢ (mostradas com uma seta
identificada com (a)) exibiram um aumento de citotoxicidade. Com
relacdo a citotoxicidade contra células U-2 0OS, NKG2D-CD16
(mostrado com uma seta identificada com (b)) exibiu um aumento de
citotoxicidade quando comparado com células NK da simulacédo
(mostradas com uma seta identificada com (c)) (ver Figuras 10A-10C).
Estes dados indicam que o grau de impacto citotoxico em um dado tipo
de célula-alvo pode variar com a construcdo NK usada. Em algumas
modalidades, uma construgdo particular pode nao ser tao eficaz,
contudo, em varias modalidades, combinacbes de populacbes de
células NK podem ser usadas e exibir efeitos sinérgicos. Por outras
palavras, uma populacao de células NK, com uma por¢ao expressando
NKG2D-CD16 e uma porgao expressando NKG2D-DAP10-CD3¢ (ou
outra combinacao de qualquer das construcdes aqui divulgadas), pode
exibir citotoxicidade inesperadamente melhorada quando comparada
com qualquer subpopulacao individual.

[00227] A seqguir foi medida a producdo de Interferon-y, para
confirmar o mecanismo de acdo das células NK transfectadas. As
células NK que expressam as varias construcdes foram estimuladas
tanto por células REH, como nao, e foi medida a producao de IFNy.
Estes dados sdo mostrados na Figura 11 (foram analisados dados por
teste t pareado). Todos os grupos de células NK tinham nivel
semelhante de IFNy sem estimulacdo e um aumento apds incubacéao
com células REH. As células NK que expressam NKG2D-CD16 exibiram
um aumento na producao de IFNy de 634 + 211 MFI, que foi maior do

que o aumento exibido pelas células NK transduzidas da simulagao (423
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+ 70 MFI). Contudo, o aumento foi menor do que o observado para
células NK que expressam NKG2D-DAP10-CD3¢, que aumentaram
2041 + 411 MFI. Em linha com os dados, de acordo com varias
modalidades, a producao de IFNy esta correlacionada com os efeitos
citotoxicos que as células NK que expressam certas construcdes
exibem.

[00228] De acordo com varias modalidades aqui divulgadas, podem
ser usadas multiplas regides de sinalizacdo. Experimentos adicionais
foram realizados para avaliar a expressdao de um NKG2D-CD16-41BB
em células NK expandidas (os experimentos foram realizados usando
células de um doador). Os dados da expressdao sdo mostrados nas
Figuras 12A-12B. A Figura 12A mostra dados de citometria de fluxo em
bruto que demonstram que a adigao da regiao de sinalizacao 4-1BB nao
prejudica significativamente a expressao da construcao por células NK,
quando comparadas com a construcdo NKG2D-CD16. Isto também esta
refletido no histograma resumido da Figura 12B que mostra a
quantidade relativa de receptores NKG2D na superficie de cada um dos
grupos de células NK testados. O NKG2D-CD16-41BB mostra MFI
ligeiramente reduzido quando comparado com NKG2D-CD16, mas
ambas as construgbes mostram elevada expressao versus simulagao.
[00229] Foram avaliados os efeitos citotéxicos como acima descrito,
usando ambas as células REH e U-2 OS como alvos. As Figuras 13A-
13B mostram os dados resultantes (as barras de erro representam
desvios padrao; todos os experimentos foram realizados em triplicados,
n=3). A Figura 13A mostra os efeitos citotdxicos das constru¢des contra
células REH. De modo semelhante ao experimento acima, as células
que expressam NKG2D-CD16 mostradas com uma seta identificada
com (b)) ndo mostraram efeitos citotdéxicos significativamente elevados
quando comparados com células NK da simulacdo mostradas com uma

seta identificada com (a). Em contraste, as células NK expressando
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NKG2D-CD16-41BB (mostradas com uma seta identificada com (c))
mostraram citotoxicidade melhorada contra células REH. Com respeito
a eficacia contra células U-2 OS, as células expressando NKG2D-CD16
e NKG2D-CD16-41BB mostraram citotoxicidade melhorada, com as
células expressando NKG2D-CD16-41BB exibindo um efeito citotoxico
mais robusto. Isto demonstra que, de acordo com varias modalidades,
o uso de uma combinacao de dominios de sinalizacao pode resultar em
melhoramentos inesperados na eficacia de uma célula NK transduzida.
Assim, tal como descrito acima, varias modalidades utilizam dois ou
mais dominios transmembranares/de sinalizagdo que funcionam
sinergicamente juntos para resultar em citotoxicidade melhorada contra
células-alvo.

Exemplo 3 — Constru¢bes Adicionais de NKG2D

[00230] Foram geradas construgbes adicionais com variados
dominios extracelulares, dominios transmembranares e dominios
efetores intracelulares para avaliar sua expressao e citotoxicidade. As
12 construgdes geradas para avaliagcao neste experimento sao
esquematicamente mostradas na Figura 14. Algumas destas variantes
de receptores quiméricos contam com uma regido transmembranar
CD16 para associar com CD3C ou FcRy. Como acima discutido, em
varias modalidades, as construcdes utilizadas baseiam-se na expressao
enddgena de CD3( ou FcRy, contudo, em varias modalidades, o
plasmideo codificando o receptor quimérico (ou um plasmideo
separado) esta configurado para elevar a expressao de CD3( e/ou FcRy
pela célula NK, desse modo melhorando a poténcia das células. Tal
como acima, foram avaliados os niveis de expressao das construgdes.
Células NK transfectadas na simulacdo mostram baixos niveis de
expressao de NKG2D tal como avaliado pelo MFI (Figura 16A). Em
contraste, células NK transduzidas com as construcbes de variantes

NKG2D acima descritas mostraram niveis de variacdo da expressao de
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NKG2D, com construcbes de variantes modificadas 4 e 9 exibindo
expressao significativamente melhorada em células NK. A Figura 16B
mostra dados de citometria de fluxo representativos para as construcoes
das variantes NKG2D 1, 4, 8, 9 ap6s transducao nas células NK de dois
doadores. Relativamente as células NK transduzidas da simulacéo, as
células NK transduzidas das Variantes 8 € 9 mostraram expressao
particularmente forte do receptor quimérico. A expressao da construcao
da variante persistiu nas células NK de dois doadores 7 dias a seguir a
transducdo, com as Variantes 8 e 9 mostrando niveis particularmente
elevados tal como avaliado por MFI (Figura 16C). Estes dados sao
importantes para demonstrar que as construcbes podem ser
introduzidas eficazmente em células NK e sdo expressas. Havendo
estabelecido a expressdo das construcdes, também foi avaliada sua
capacidade para entregar efeitos citotoxicos em células NK
transduzidas. A citotoxicidade das construcdes de variantes NKG2D 4,
8 e 9 foi avaliada 14 dias ap6ds transducao em células NK com um racio
E:T de 1:1 (Figura 17).

[00231] Foram geradas outras construcbes de variantes que estao
esquematicamente mostradas na Figura 15, as quais mostram a
estrutura de receptores quiméricos compreendendo varios dominios
extracelulares, dominios transmembranares e dominios efetores
intracelulares. Alguns destes receptores quiméricos variantes contam
com um dominio efetor compreendendo CD3zeta e/ou outro dominio de
sinalizagcao para transduzir a sinalizagao na ligagao com o ligante,
enquanto outros receptores quiméricos variantes compreendem um
dominio transmembranar CD3zeta que recruta o comprimento completo
da molécula de CD3zeta para a sinapse através da dimerizacdo. Tal
como acima, foram avaliados os niveis de expressao das construgdes.
Tal como avaliado por MFI (Figuras 18A-B), as células NK transduzidas

com constru¢gdes modificadas exibem aumento de expressdo do
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receptor quimérico relativamente as células transduzidas da simulacao.
Foram avaliados os efeitos citotoxicos tal como descrito acima usando
um racio efetor:alvo de 1:1. Como € mostrado nas Figuras 19A-B, as
células NK transduzidas com constru¢cées modificadas (particularmente
a variante 18) tém citotoxicidade melhorada relativamente ao controle
da simulacao.

[00232] Como a variante 18 exibiu expressao robusta em células NK
que foi acompanhada por efeitos citotoxicos melhorados, foram geradas
uma série de construcées de variantes NKG2D compreendendo um
dominio transmembranar CD3zeta. Estas variantes sdo denominadas
"NK39" e sdo mostradas esquematicamente na Figura 15. Catorze dias
apos a transfeccdo em células NK de doador (com 4 dias de cultura em
condigbes de baixa IL-2), a citotoxicidade das células NK transduzidas
foi avaliada. A Figura 21 mostra os efeitos citotoxicos das construgbes
contra células REH cultivadas com racios E:T de 1:1 e 1:2. Todas as
células NK expressando construgcdes NK39 modificadas mostraram
efeitos citotoxicos significativamente elevados quando comparados com
células NK de controle com um racio E:T de 1:1. Quando avaliadas a
um racio E:T de 1:2, as construgdes quiméricas 16-7, 39-1, 39-2, 39-3 e
39-5 melhoraram todas os efeitos citotdxicos de suas respectivas
células NK transduzidas relativamente ao controle da simulagdo. Como
a expressao exogena de receptores de ativacdo pode levar a anergia
de células NK e a morte das células, as construcdes modificadas foram
transduzidas em células NK de dois doadores e a sobrevivéncia foi
avaliada ap6s 21 dias. Como é mostrado nas Figuras 23A-B, as células
transduzidas de NK39-5 e NK39-10 mostram melhor sobrevivéncia do
que a NK16 em dois doadores testados.

Exemplo 4 — Avaliacdo das Construgbes de NKG2D NK45

[00233] Sao esquematicamente mostradas na Figura 22,

constru¢gbes adicionais com variados dominios extracelulares,
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dobradicas, dominios transmembranares e dominios efetores
intracelulares de acordo com modalidades aqui divulgadas. A
expressao, citotoxicidade, persisténcia e producao de citocina mediadas
por estas 7 construcdes foram avaliadas neste Exemplo relativamente
a trés das constru¢cdes NK39 descritas no Exemplo 3 (NK39-5, NK39-6,
NK39-10) bem como uma versao de NK16 que expressa
bicistronicamente interleucina ligada a membrana 15 (NK26-8). De
acordo com varias modalidades aqui divulgadas, podem ser usadas
multiplas regides de sinalizacdo. Alguns destes receptores quiméricos
variantes contam com um dominio efetor compreendendo CD3zeta e/ou
outro dominio de sinalizagao (por exemplo, OX40, CD28 e/ou dominios
coestimuladores 4-1BB) para transduzir a sinalizagcao na ligacao com o
ligante, enquanto outros receptores quiméricos variantes compreendem
um dominio transmembranar CD3zeta que recruta o comprimento
completo da molécula de CD3zeta para a sinapse através da
dimerizagdo. Tal como aqui divulgado, estas construcdes estao ainda
configuradas para coexpressar IL15 ligada a membrana.

[00234] Tal como acima, foi primeiro avaliada a capacidade das
células NK de expressarem eficazmente estas construcdes. As células
NK expandidas a partir do PBMC de quatro doadores foram
transduzidas com as construcOes variantes (ou um vetor de controle
MSCV vazio contendo apenas GFP) e foi avaliada a expressdo de
NKG2D por MFI apés 3 dias. Tal como mostrado na FIGURA 24, as
células NK transfectadas da simulacao apresentam niveis relativamente
baixos de expressdo de NKG2D. Em contraste, as construcdes
variantes modificadas exibiram expressdo  significativamente
aumentada, com NK45-4 (NKG2D-OX40-CD3¢) apresentando
expressao surpreendentemente robusta em todos os doadores. OX40 é
expresso em células NK ativadas, mas sua regra nao foi bem

estabelecida. Um receptor quimérico variante com um dominio efetor
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contendo um dominio CD28 coestimulador (NK45-2; NKG2D-CD28-
CD3¢) também demonstrou expressdo robusta 3 dias apds a
transducéo.

[00235] Havendo estabelecido a expressao das construgdes
variantes, sua capacidade para exercer efeitos citotdéxicos foi avaliada
tal como acima usando células REH e HL60 como alvos. A poténcia das
células NK de quatro doadores foi examinada contra células REH
(FIGURA 25A) e células HL60 (FIGURA 25B) com racios E:T de 1:1 14
dias apds transducdo. Como mostrado nas FIGURAS 25A-B, as
construcdes modificadas exercem uma citotoxicidade melhorada contra
as células REH e HL60 em todos os quatro doadores quando
comparadas com células NK da simulacao. Adicionalmente a seu perfil
de expressao pronunciado, as células que expressam NK45-4 (NKG2D-
OX40-CD3¢) também exibiram citotoxicidade surpreendentemente
elevada relativamente ao controle da simulacao e as outras construcdes
testadas. Células NK que expressam NK45-1 e NK45-2 também
demonstraram citotoxicidade pronunciada nestes ensaios. Estes dados
demonstram que, de acordo com varias modalidades, 0 uso de uma
combinacdo de dominios de sinalizacado (particularmente um dominio
coestimulador OX40) pode resultar em melhoramentos inesperados na
eficacia de uma célula NK transduzida. As FIGURAS 28A-B
representam a atividade citotoxica contra células U20S das células NK
transduzidas com varias das construcdes variantes em diferentes racios
E:T (1:2 e 1:4) e avaliadas em um periodo de tempo mais extenso.
Surpreendentemente, as células NK transduzidas com a construcao 45-
4 aparentam manter a atividade citotdxica por todo o periodo de tempo.
Vantajosamente, estes experimentos indicam que, de acordo com
varias modalidades aqui divulgadas, as construcbes variantes de
NKG2D proporcionam citotoxicidade inesperadamente melhorada em

um periodo de tempo prolongado, que, dependendo da modalidade,
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pode variar de 2-3 dias, 3-5 dias, 5-7, dias, 7-8 dias, 8-10 dias, 10-14
dias, 14-21 dias ou 21-50 dias (e qualquer gama entre estas listadas,
incluindo os pontos extremos). Em varias modalidades, sdo mesmo
conseguidas duragdes mais longas de efeitos citotoxicos.

[00236] Além dos dados de citotoxicidade, foi examinado o
mecanismo através do qual as células NK exercem estes efeitos, por
avaliacdo de sua producédo de IFNy, TNFa e GM-CSF a seguir a
estimulagao com células REH. Como mostrado nas FIGURAS 26A-C, a
expressao de cada uma das construgbes variantes resultou em
secrecdo intensificada de citocina relativamente a producao de IFNy,
TNFa e GM-CSF exibida pelas células NK de controle expressando
GFP. O receptor quimérico NK45-1 mediou consistentemente a elevada
producado de citocina, o que € surpreendente porque esta construcao
expressa a niveis substancialmente mais baixos do que NK26-8 (dos
quais ela difere apenas com relacdo a regido de dobradica). Assim,
estes dados demonstram a importancia inesperada das regides
dobradica aqui divulgadas para mediar a produgao robusta de citocina
em resposta a estimulacdo. Adicionalmente, as células NK que
expressam NKG2D-OX40-CD3¢ também mostraram uma producéo
elevada de IFNy, TNFa e GM-CSF.

[00237] Como a expressao exdgena de receptores de ativacao pode
levar a anergia de células NK e a morte das células, as constru¢des
modificadas foram transduzidas em células NK de dois doadores e a
contagem total de células foi avaliada 7, 14 e 21 dias apés transdugao.
Surpreendentemente, a expressao inesperadamente robusta de NK45-
4 ndo surge as custas de uma reduzida persisténcia de células NK em
cultura, uma vez que a contagem total de células permanece em niveis
comparaveis as células de controle expressando GFP (FIGURAS 27A e
27B). Da mesma maneira, outras células NK expressando construcdes

variantes em niveis elevados continuaram a proliferar nos 2 doadores
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durante pelo menos 3 semanas apdés transducdao. Em termos globais,
estes dados demonstram que, de acordo com varias modalidades aqui
divulgadas, construcbes modificadas podem ser expressas com
sucesso a altos niveis de células NK e mediar efeitos citotoxicos, e
ainda, que esta expressao melhorada nao surge em detrimento de uma
reduzida proliferacdo e/ou sobrevivéncia de células NK.

[00238] Esta contemplado que podem ser feitas varias combinagdes
ou subcombinacbes das caracteristicas e aspectos especificos das
modalidades acima divulgadas e ainda se enquadrarem em uma ou
mais das invengbes. Ademais, a descricao aqui inclusa de qualquer
componente, aspecto, método, propriedade, caracteristica, qualidade,
atributo, elemento ou semelhantes, em conexao com uma modalidade,
pode ser usado em todas as outras modalidades aqui estabelecidas.
Assim, deve ser entendido que varias caracteristicas e aspectos das
modalidades divulgadas podem ser combinados com ou substituidos
uns pelos outros para formar modos variados das invengdes divulgadas.
Ou seja, pretende-se que o escopo das presentes invencdes aqui
divulgadas nao deve estar limitado pelas modalidades particulares
divulgadas descritas acima. Além disso, enquanto a invengcao é
suscetivel de varias modificacbes, e formas alternativas, foram
mostrados exemplos especificos da mesma nos desenhos e estdo aqui
descritos em detalhe. Deve ser entendido, contudo, que a invengao nao
esta limitada as formas ou métodos particulares divulgados, mas pelo
contrario, a invencao destina-se a abranger todas as modificacdes,
equivalentes e alternativas enquadrados no espirito e escopo das varias
modalidades descritas e reivindicacbes anexas. Quaisquer métodos
aqui divulgados nao necessitam ser realizados na ordem recitada. Os
métodos aqui divulgados incluem certas acdes tomadas por um clinico;
contudo, eles podem também incluir qualquer instrucio de terceira parte

para essas acgles, seja expressamente ou por implicagao. Por exemplo,

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 127/196



122/122

acbes como "administrar uma populacao de células NK expandidas”
inclui "instruir a administracdo de uma populacdo de células NK
expandidas.” Adicionalmente, onde caracteristicas ou aspectos da
descricao sao descritos em termos de grupos Markush, os peritos na
técnica reconhecerdo que a descricdao € também desse modo descrita
em termos de qualquer membro ou subgrupo de membros do grupo
Markush.

[00239] As faixas aqui divulgadas também englobam qualquer e
todas as sobreposicbes, subgamas e suas combinagdes. Linguagem
como "até", "pelo menos", "maior que", "menor que", "entre", e
semelhantes inclui o numero recitado. Numeros precedidos de um termo
como "cerca de" ou "aproximadamente" incluem 0s numeros recitados.
Por exemplo, "cerca de 90%" inclui "90%." Em algumas modalidades,
pelo menos 95% homdlogo inclui 96%, 97%, 98%, 99% e 100%
homoélogo a sequéncia de referéncia. Adicionalmente. Quando uma
sequéncia é divulgada como "compreendendo" um nucleotideo ou
sequéncia de aminoacido, uma tal referéncia deve também incluir, a
menos que de outro modo indicado, que a sequéncia "compreende”,

"consiste em" ou "consiste essencialmente em" a sequéncia recitada.
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REIVINDICACOES
1. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
caracterizado pelo fato de que compreende:
(a) um dominio receptor extracelular,
em que o referido dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),
em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D
€ um fragmento de NKG2D,
em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 2; e
(b) um dominio efetor compreendendo uma regido
transmembranar e um dominio de sinalizagao intracelular,
em que o dominio de sinalizagao intracelular
compreende CD3zeta, e
em que o CD3zeta é codificado por um polinucleotideo
compreendendo a SEQ ID NO. 13.

2. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a regido transmembranar do dominio
efetor compreende um dominio transmembranar CD8a.

3. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que a regido transmembranar do dominio
efetor compreende ainda uma regiao de dobradica CD8a.

4. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado pelo fato de que a regido de dobradica CD8a é codificada
por um polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 5.

5. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que o dominio de sinalizacao intracelular
compreende ainda 4-1BB.

6. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 5,

Peticdo 870190106095, de 21/10/2019, pag. 129/196



2/20

caracterizado pelo fato de que o 4-1BB é codificado por um
polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 12.

7. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 1,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a CD8a, 4-1BB e CD3z.

8. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 7,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 18.

9. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 7,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 108.

10. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 7,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de amino acido da SEQ ID NO. 19.

11.  Método para tratamento de cancer, caracterizado pelo
fato de que compreende administrar a um sujeito que tem um céancer
uma composicdo compreendendo uma ceélula Exterminadora Natural
(NK) expressando o receptor quimérico codificado pelo polinucleotideo,
conforme definido em qualquer uma das reivindica¢des 1 a 10.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
autélogas isoladas de um paciente que tem um cancer ou uma doenca
infecciosa.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
alogénicas isoladas de um doador.

14. Uso de um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindica¢des 1 a 10, caracterizado pelo fato de que
€ para fabricacdo de um medicamento para aumentar a citotoxicidade

das células NK em um mamifero que disso tenha necessidade.
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15.  Uso de um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindica¢des 1 a 10, caracterizado pelo fato de que
fabricacdo de um medicamento para o tratamento ou a prevencao de
cancer ou de uma doenga infecciosa em um mamifero que disso tenha
necessidade.

16. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
expresso por uma célula, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um dominio receptor extracelular,
em que o referido dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),
em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D
€ um fragmento de NKG2D,
em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 2, e
(b) um dominio efetor compreendendo uma regido
transmembranar e um dominio de sinalizagao intracelular,
em que o dominio de sinalizagao intracelular
compreende CD3zeta,
em que o CD3zeta é codificado por um polinucleotideo
compreendendo a SEQ ID NO. 13 e
em que a célula compreende ainda uma interleucina
ligada a membrana 15 (mbIL15).

17. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 16,
caracterizado pelo fato de que a regido transmembranar do dominio
efetor compreende um dominio transmembranar CD8a.

18. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 16,
caracterizado pelo fato de que a regido transmembranar do dominio
efetor compreende ainda uma regiao de dobradica CD8a.

19. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 18,
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caracterizado pelo fato de que a regido de dobradica CD8a é codificada
por um polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 5.

20. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 16,
caracterizado pelo fato de que o mblL15 é codificado por um
polinucleotideo compreendendo a SEQ ID NO. 16.

21. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que a mblIL15 é expressa bicistronicamente
no mesmo polinucleotideo que o receptor quimérico.

22. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que a mbIL15 compreende uma sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO. 17

23. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo fato de que o dominio efetor compreende ainda um
dominio OX-40.

24. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 23,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, o dominio OX-40, o CD3zeta.

25. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 24,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 90 acoplada a mbIL15
codificada pela SEQ ID NO. 16.

26. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 25,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 91 acoplada a mblIL15
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 17.

27. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 23,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradi¢ca 1gG4, um dominio

transmembranar CD8a, o dominio OX-40, o CD3zeta.
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28. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 27,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de 4cido nucleico da SEQ ID NO: 100 acoplada a mbIL15
codificada pela SEQ ID NO. 16.

29. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 28,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 101 acoplada a mblIL15
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 17.

30. Método para tratamento de cancer, caracterizado pelo
fato de que compreende administrar a um sujeito que tem um céancer
uma composicdo compreendendo uma ceélula Exterminadora Natural
(NK) expressando o receptor quimérico codificado pelo polinucleotideo,
onforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 15 a 29.

31. Método, de acordo com a reivindicacdo 30,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
autélogas isoladas de um paciente que tem um cancer.

32. Método, de acordo com a reivindicacdo 30,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
alogénicas isoladas de um doador.

33. Uso de um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagbes 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28 ou 29, caracterizado pelo fato de que é para fabricacéao
de um medicamento para aumentar a citotoxicidade das células NK em
um mamifero que disso tenha necessidade.

34. Uso de um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagbes 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28 ou 29, caracterizado pelo fato de que é para fabricacéao
de um medicamento para o tratamento ou a prevencao de cancer ou de
uma doenca infecciosa em um mamifero que disso tenha necessidade.

35. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
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caracterizado pelo fato de que compreende:
(a) um dominio receptor extracelular,
em que o referido dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),
em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D
€ um fragmento de NKG2D,
em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo: (i) um fragmento da SEQ ID NO: 1, (ii)
a SEQ ID NO. 2 ou (iii) a SEQ ID NO. 3; e
(b) um dominio efetor compreendendo uma regido
transmembranar e um dominio de sinalizagdo intracelular.

36. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o dominio efetor compreende CD16.

37. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacado 35,
caracterizado pelo fato de que o dominio efetor compreende um
Receptor de Disparo de Citotoxicidade Natural 1 (NCR1).

38. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacado 35,
caracterizado pelo fato de que o dominio efetor compreende um
Receptor de Disparo de Citotoxicidade Natural 2 (NCR2) ou um
Receptor de Disparo de Citotoxicidade Natural 3 (NCR3).

39. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 35, 36, 37 ou 38, caracterizado pelo fato de que o
dominio efetor compreende ainda 4-1BB.

40. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 36,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a CD16.

41. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 40,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela

sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 23.
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42. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 40,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 24.

43. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 40,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a NCR1.

44. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 43,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 27.

45. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 43,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 28.

46. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 38,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende pelo
menos uma por¢ao da sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 21.

47. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 36,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a NCRS.

48. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 47,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 29.

49. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 47,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 30.

50. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a um dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB.

51. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,

caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
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fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, a um dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB.

52. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 51,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 25.

53. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 51,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 26.

54. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado ao NCR1 e 4-1BB.

55. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 54,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido NCR1 da SEQ ID NO: 20.

56. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a CD8a, 4-1BB e CD3z.

57. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 56,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO. 18.

58. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 56,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO. 19.

59. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado ao NCR3 e 4-1BB, e em que o NCR3
compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 22.

60. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende um ou

mais dentre o dominio transmembranar/intracelular NCR1 da SEQ ID
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NO: 20 ou o dominio transmembranar/intracelular NCR3 da SEQ ID NO:
22.

61. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 39,
caracterizado pelo fato de que o dominio efetor compreende um GS de
ligacao entre 4-1BB e um dos CD16, NCR1, NCR3, 2B4 ou NKp80.

62. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 35 a 61, caracterizado pelo fato de que o dominio de
receptor quimérico compreende uma regidao de dobradica.

63. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regidao de dobradica € codificada pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5.

64. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regido de dobradica € codificada por
um fragmento da sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 5.

65. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regido de dobradica compreende um
motivo repetitivo de glicina-serina que tem a sequéncia de aminoacido
da SEQ ID NO: 31.

66. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regidao de dobradica compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 32.

67. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regidao de dobradica compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 33.

68. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regidao de dobradica € codificada pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 34.

69. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 62,
caracterizado pelo fato de que a regido de dobradica compreende uma

porcao do receptor beta-adrenérgico.
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70. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 69,
caracterizado pelo fato de que a regidao de dobradica € codificada pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 40.

71.  Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 69,
caracterizado pelo fato de que a regidao de dobradica € codificada pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 42.

72. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 35 a 71, caracterizado pelo fato de que o dominio
receptor extracelular compreende ainda um peptideo sinal CD8a,
caracterizado pelo fato de que o peptideo sinal compreende a sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO. 4.

73. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 35 a 72, caracterizado pelo fato de que o dominio efetor
compreende uma ou mais sequéncias hemi-ITAM.

74. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 72,
caracterizado pelo fato de que a hemi-ITAM compreende a sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO. 14.

75. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 72,
caracterizado pelo fato de que a hemi-ITAM compreende a sequéncia
de aminoacido da SEQ ID NO. 37.

76. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 35 a 75, caracterizado pelo fato de que o dominio efetor
compreende uma ou mais sequéncias ITSM.

77. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 76,
caracterizado pelo fato de que a ITSM compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO. 15.

78. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 76,
caracterizado pelo fato de que a ITSM compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO. 35

79. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 76,
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caracterizado pelo fato de que o dominio efetor compreende um dominio
2B4.

80. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a um GS3 de ligacdo, uma dobradica
CD8a, um dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB.

81. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 80,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 43.

82. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a um GS3 de ligagdo, um dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB.

83. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 82,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 44.

84. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a um dominio
transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB.

85. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagao 84,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 45.

86. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB e 2B4.

87. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 86,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela

sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 46.
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88. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a um dominio extracelular beta-
adrenérgico, um dominio transmembranar beta-adrenérgico, 4-1BB e
2B4.

89. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 88,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 47.

90. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, 2B4, um GS3 de ligagao e NKp80.

91. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 90,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 48.

92. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar CD8a, 4-1BB, um GS3 de ligagao e NKp80.

93. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 92,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 49.

94. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado a um GS3 de
ligagdo, um fragmento adicional de NKG2D, um dominio extracelular
beta-adrenérgico, um dominio transmembranar beta-adrenérgico, 4-
1BB, um GS3 de ligacao adicional e NKp80.

95. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 94,

caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
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sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 50.

96. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado a um GS3 de
ligagdo, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, um
dominio transmembranar CD8a, 4-1BB, um GS3 de ligacao adicional e
NKp80.

97. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 96,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 51.

98. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D que é cdédon otimizado acoplado a um GS3 de
ligagdo, um fragmento adicional de NKG2D, uma dobradiga CD8a, um
dominio transmembranar/intracelular CD16 e 4-1BB.

99. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 98,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 52.

100. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD16, 4-1BB e 2B4.

101. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 100,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 53.

102. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 35,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico compreende ©
fragmento de NKG2D acoplado a uma dobradica CD8a, um dominio
transmembranar/intracelular CD16, 4-1BB, um GS3 de ligacao e
NKp80.
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103. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 102,
caracterizado pelo fato de que o receptor quimérico € codificado pela
sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 54.

104. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 35 a 103, caracterizado pelo fato de que o receptor
quimérico ndo compreende uma proteina ativadora de DNAX 10
(DAP10).

105. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 35 a 104, caracterizado pelo fato de que o receptor
quimérico nao compreende um motivo ITAM.

106. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um dominio receptor extracelular, em que o referido
dominio receptor extracelular compreende um peptideo que liga ligantes
nativos de membro D do Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),
em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é um fragmento
de NKG2D,

(b) uma regido transmembranar, em que a referida regiao
transmembranar compreende CD8a, e

(c) um dominio efetor, em que o referido dominio efetor
compreende 4-1BB e CD3 zeta,

em que o polinucleotideo é coexpresso com uma
construcao adicional que codifica uma interleucina ligada a membrana
15 (mblL15).

107. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um dominio receptor extracelular, em que o referido
dominio receptor extracelular compreende um peptideo que liga ligantes
nativos de membro D do Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),

em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é um fragmento
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de NKG2D,

(b) uma regido transmembranar, em que a referida regiao
transmembranar compreende CD8a, e

(c) um dominio efetor, em que o referido dominio efetor
compreende 4-1BB e o dominio intracelular de 2B4 ou DAP10.

108. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 106 ou 107, caracterizado pelo fato de que o
polinucleotideo € coexpresso com uma construcdo adicional que
codifica uma interleucina ligada a membrana 15 (mbIL15).

109. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um dominio receptor extracelular, em que o referido
dominio receptor extracelular compreende um peptideo que liga ligantes
nativos de membro D do Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),
em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D é um fragmento
de NKG2D, em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo: (i) um fragmento da sequéncia de SEQ
ID NO: 1, (ii) a sequéncia de SEQ ID NO. 2, (iii) a sequéncia de SEQ ID
NO. 3 ou (iv) a sequéncia de SEQ ID NO. 68,

(b) uma regido transmembranar, em que a referida regiao
transmembranar compreende uma regiao transmembranar CD3zeta, e

(c) um dominio efetor.

110. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacao 109,
caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo é coexpresso com
interleucina ligada a membrana 15 (mblL15).

111. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um dominio receptor extracelular,

em que o referido dominio receptor extracelular

compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
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Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),

em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D
€ um fragmento de NKG2D,

em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo: (i) um fragmento da sequéncia de SEQ
ID NO: 1, (ii) a sequéncia de SEQ ID NO. 2, (iii) a sequéncia de SEQ ID
NO. 3, (iv) ou a sequéncia de SEQ ID NO. 68; e

(b) um dominio efetor compreendendo uma regido

transmembranar e um dominio de sinalizagdo intracelular.

112. Polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 35 a 111, caracterizado pelo fato de que o
polinucleotideo estd operacionalmente ligado a pelo menos um
elemento regulador para a expressao do receptor quimérico.

113. Vetor compreendendo o polinucleotideo, conforme
definido em qualquer uma das reivindicacdes 35 a 112, caracterizado
pelo fato de que o polinucleotideo esta operacionalmente ligado a pelo
menos um elemento regulador para a expressao do receptor quimérico.

114. Vetor, de acordo com a reivindicagao 113,
caracterizado pelo fato de que o vetor é um retrovirus.

115. Ceélula  exterminadora  natural  geneticamente
modificada caracterizada pelo fato de que compreende o
polinucleotideo, conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes
35a112.

116. Ceélula  exterminadora  natural  geneticamente
modificada isolada, de acordo com a reivindicacdo 115, caracterizado
pelo fato de que é uma célula autéloga isolada de um paciente.

117. Célula  exterminadora natural  geneticamente
modificada isolada, de acordo com a reivindicacdo 115, caracterizado
pelo fato de que é uma célula alogénica isolada de um doador.

118. Método para aumentar a citotoxicidade de células NK
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em um mamifero que disso tenha necessidade, o referido método
compreendendo administrar ao referido mamifero células NK,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK expressam um
receptor quimeérico codificado por um polinucleotideo, conforme definido
em qualquer uma das reivindicagbes 35 a 112.

119. Método, de acordo com a reivindicacdo 118,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
autélogas isoladas de um paciente.

120. Método, de acordo com a reivindicacdo 118,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
alogénicas isoladas de um doador.

121. Método para tratamento ou prevencao de cancer ou de
uma doenca infecciosa em um mamifero que disso tenha necessidade,
o referido método compreendendo administrar ao referido mamifero
uma quantidade terapeuticamente eficaz de células NK, caracterizado
pelo fato de que as referidas células NK expressam um receptor
quimérico codificado por um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagbes 35 a 112.

122. Método, de acordo com a reivindicacdo 121,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
autélogas isoladas de um paciente que tem um cancer ou uma doenca
infecciosa.

123. Método, de acordo com a reivindicagao 121,
caracterizado pelo fato de que as referidas células NK sao células
alogénicas isoladas de um doador.

124. Uso de um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicacdes 35 a 112, caracterizado pelo fato de
que € para fabricacdo de um medicamento para aumentar a
citotoxicidade das células NK em um mamifero que disso tenha

necessidade.
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125. Uso de um polinucleotideo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicacdes 35 a 112, caracterizado pelo fato de
que é para fabricacdo de um medicamento para o tratamento ou a
prevencao de cancer ou de uma doenca infecciosa em um mamifero
que disso tenha necessidade.

126. Uso de um vetor, conforme definido em qualquer uma
das reivindicacdes 114 ou 115, caracterizado pelo fato de que é para
fabricagdo de um medicamento para aumentar a citotoxicidade das
células NK em um mamifero que disso tenha necessidade.

127. Uso de um vetor, conforme definido em qualquer uma
das reivindicacdes 114 ou 115, caracterizado pelo fato de que é para
fabricacdo de um medicamento para o tratamento ou a prevencao de
cancer ou de uma doenga infecciosa em um mamifero que disso tenha
necessidade.

128. Uso de uma célula exterminadora natural
geneticamente modificada isolada, conforme definida em qualquer uma
das reivindicacdes 115, 116 ou 117, caracterizado pelo fato de que é
para aumentar a citotoxicidade das células NK em um mamifero que
disso tenha necessidade.

129. Uso de uma célula exterminadora natural
geneticamente modificada isolada, conforme definida em qualquer uma
das reivindicacdes 116 ou 117, caracterizado pelo fato de que é para o
tratamento ou a prevencao de cancer ou de uma doenca infecciosa em
um mamifero que disso tenha necessidade.

130. Polinucleotideo que codifica um receptor quimérico
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) um dominio receptor extracelular,
em que o referido dominio receptor extracelular
compreende um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D),
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em que o peptideo que liga ligantes nativos de NKG2D
€ um fragmento de NKG2D,
em que o fragmento de NKG2D é codificado por um
polinucleotideo compreendendo: (i) um fragmento da SEQ ID NO: 1, (ii)
a SEQ ID NO. 2, (iii) a SEQ ID NO. 3; ou (iv) a SEQ ID NO. 68; e
(b) um dominio efetor compreendendo uma regido
transmembranar e um dominio de sinalizagdo intracelular.
131. Célula transgénica caracterizada pelo fato de que
compreende:
a) uma célula imune compreendendo um receptor
quimérico, o receptor quimérico compreendendo:

(@) um dominio  receptor extracelular
compreendendo um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D), em que o peptideo que
liga ligantes nativos de NKG2D € um fragmento de NKG2D; e

(i) um dominio efetor compreendendo uma
regiao transmembranar e um dominio de sinalizag&do intracelular, em
que o dominio de sinalizacao intracelular compreende CD3zeta;

b) uma interleucina ligada a membrana 15 (mbIL15).
132. Método para tratamento de cancer, caracterizado pelo
fato de que compreende administrar a um sujeito que tem um céancer
uma composicdo compreendendo uma ceélula Exterminadora Natural
(NK) expressando:
a) uma célula imune compreendendo um receptor
quimérico, o receptor quimérico compreendendo:

(@) um dominio  receptor extracelular
compreendendo um peptideo que liga ligantes nativos de membro D do
Grupo de Exterminadores Naturais 2 (NKG2D), em que o peptideo que
liga ligantes nativos de NKG2D € um fragmento de NKG2D; e

(i) um dominio efetor compreendendo uma
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regiao transmembranar e um dominio de sinalizag&do intracelular, em
que o dominio de sinalizacao intracelular compreende CD3zeta;

b) uma interleucina ligada a membrana 15 (mbIL15).
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11

RESUMO
Patente de Invencdo: "RECEPTORES QUIMERICOS NKG2D
TRUNCADOS E USOS DOS MESMOS EM IMUNOTERAPIA DE
CELULAS EXTERMINADORAS NATURAIS".

Varias modalidades aqui divulgadas referem-se as
composicdes compreendendo células Exterminadoras Naturais (NK)
modificadas que expressam um receptor quimérico, o0 receptor
quimérico transmitindo as células NK uma capacidade aumentada de
atingir células especificas, tais como células cancerosas ou aquelas
afetadas por uma doencga infecciosa. Varias modalidades referem-se a
células NK que tém como alvo células que expressam ligantes naturais
de NKG2D, em que as células NK compreendem dominios
transmembranares e/ou de sinalizacdo que conduzem a efeitos
citotdxicos e/ou citoliticos quando as células NK ligam uma célula-alvo.
Usos de composicdes de células NK para tratar doencas sao também

proporcionados em varias modalidades.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8 AD 6 1TE 46 235549 C5

Campo 2

A B6&6 1TDO0OC3ACGS66F 296

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA (JUNTADA) P242564.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 21/10/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 10:47:26
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. BAD61E46235549C5
- Campo 2: AB61DOC3AC66F296
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