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PATENTNI ZAHTJEVI

1. Postupak za umnoZavanje tumor-infiltriraju¢ih limfocita (TIL) u terapijsku populaciju TIL naznacen time Sto
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sadrZzi:
(i) dobivanje prve populacije TIL iz tumora koji je prethodno izvaden iz pacijenta;
(ii) 1izvodenje prvog umnoZavanja kultiviranjem prve populacije TIL u mediju za stani¢nu kulturu koji sadrzi
IL-2 kako bi se proizvela druga populacija TIL; i
(iii) izvodenje drugog umnozavanja suplementiranjem medija za stani¢nu kulturu druge populacije TIL sa
dopunskim IL-2, OKT-3, i antigen-prezentiraju¢im stanicama (APC), kako bi se proizvela tre¢a populacija TIL,
pri ¢emu je tre¢a populacija TIL najmanje 100-struko veca po broju od druge populacije TIL, 1 pri ¢emu se
drugo umnoZzavanje izvodi tokom najmanje 14 dana kako bi se dobila tre¢a populacija TIL, pri ¢emu je treca
populacija TIL terapijska populacija TIL koja sadrZi povecanu subpopulaciju efektorskih T stanica ifili
centralnih memorijskih T stanica u odnosu na drugu populaciju TIL.
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 1, naznacen time $to postupak dodatno sadrzi:
(iv) 1izvodenje dopunskog drugog umnozavanja suplementiranjem medija za stani¢nu kulturu tre¢e populacije
TIL sa dopunskim IL-2, dopunskim OKT-3, i dopunskim APC, pri ¢emu se dopunsko drugo umnozavanje
izvodi tokom najmanje 14 dana kako bi se dobila veca terapijska populacija TIL nego §to je dobivena u koraku
(iii), pri ¢emu veca terapijska populacija TIL sadrZzi poveéanu subpopulaciju efektorskih T stanica i/ili
centralnih memorijskih T stanica u odnosu na tre¢u populaciju TIL,
i izborno pri ¢emu se poslije koraka (iii), stanice uklanjaju iz stani¢ne kulture i krioprezerviraju u mediju za
skladiStenje prije izvodenja koraka (iv), pri ¢emu se izborno stanice odmrzavaju prije izvodenja koraka (iv) 1
dodatno izborno pri ¢emu se korak (iv) ponavlja jedan do Cetiri puta kako bi se dobilo dovoljno TIL u
terapijskoj populaciji TIL za terapijski efikasnu dozu TIL.
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 2, naznacen time Sto se koraci (i) do (iii) ili (iv) izvode unutar perioda
od oko 40 dana do oko 50 dana, ili pri ¢emu se koraci (i) do (ii1) ili (iv) izvode unutar perioda od oko 42 dana do
oko 48 dana, ili pri éemu se koraci (1) do (ii1) ili (iv) izvode unutar perioda od oko 42 dana do oko 45 dana, ili pri
¢emu se koraci (i) do (iii) ili (iv) izvode unutar oko 44 dana, pri ¢emu izborno stanice iz koraka (iii) ili (iv)
eksprimiraju CD4, CD8, 1 TCR a P na nivoima sli¢nim sveZe sakupljenim stanicama.
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 1, naznacen time $to su antigen-prezentirajuce stanice mononuklearne
stanice periferne krvi (PBMC) ili pri ¢emu su APC umjetne APC (aAPC), izborno pri ¢emu se PBMC dodaju u
stani¢nu kulturu na bilo koji od dana 9 do 17 u koraku (iii).
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevima 2 ili 3, naznacen time Sto efektorske T stanice i/ili centralne
memorijske T stanice u terapijskoj populaciji TIL u koraku (iv) pokazuju jednu ili vi§e karakteristika koje su
odabrane iz grupe koja se sastoji od ekspresije CD27, ekspresije CD28, duZih telomera, povecane ekspresije CD57,
i smanjene ckspresije CD56, u odnosu na efektorske T stanice i/ili centralne memorijske T stanice u trecoj
populaciji stanica, pri ¢emu izborno efektorske T stanice i/ili centralne memorijske T stanice pokazuju povecanu
ekspresiju CD57 1 smanjenu ekspresiju CD56.
Postupak u skladu sa bilo kojim od prethodnih patentnih zahtjeva, naznacen time $to dodatno sadrzi korak
transdukcije prve populacije TIL sa ekspresijskim vektorom koji sadrzi nukleinsku kiselinu koja kodira
visokoafinitetni T stani¢ni receptor,
i izborno postupak dodatno sadrzi korak transdukcije prve populacije TIL sa ekspresijskim vektorom koji sadrzi
nukleinsku kiselinu koja kodira himerni antigenski receptor (CAR) koji sadrZi jedno-lan¢ani varijabilni fragment
antitijelo fuzionirano sa najmanje jednim endodomenom T-stani¢ne signalne molekule.
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 1, naznacen time Sto korak (iii) dodatno sadrzi korak uklanjanja stanica
iz medija za staniénu kulturu, izborno pri ¢emu se korak (iii) ponavlja jedan do Cetiri puta kako bi se dobilo
dovoljno TIL u terapijskoj populaciji TIL za terapijski efikasnu dozu TIL, izborno pri ¢emu je broj TIL koji je
dovoljan za terapijski efikasnu dozu od oko 2.3x10'° do oko 13.7x10'.
Postupak za procjenu metabolicke aktivnosti stani¢ne populacije TIL koja je napravljena u skladu sa postupkom
prema patentnom zahtjevu 1, naznacen time $to sadrzi:
(i) dobivanje prve populacije TIL iz tumora koji je prethodno izvaden iz pacijenta;
(ii) 1izvodenje prvog umnozavanja kultiviranjem prve populacije TIL u mediju za stani¢nu kulturu koji sadrzi
IL-2 kako bi se proizvela druga populacija TIL;
(iii) izvodenje drugog umnozavanja suplementiranjem medija za stani¢nu kulturu druge populacije TIL sa
dopunskim IL-2, OKT-3, i antigen-prezentiraju¢im stanicama (APC), kako bi se proizvela tre¢a populacija TIL,
pri ¢emu je tre¢a populacija TIL najmanje 100-struko veca po broju od druge populacije TIL, 1 pri ¢emu se
drugo umnoZzavanje izvodi tokom najmanje 14 dana kako bi se dobila tre¢a populacija TIL, pri ¢emu je treca
populacija TIL terapijska populacija TIL koja sadrZi povecanu subpopulaciju efektorskih T stanica ifili
centralnih memorijskih T stanica u odnosu na drugu populaciju TIL;
(iv) mjerenje bazalne glikolize stanica;
(v) mjerenje bazalne respiracije stanica;
(vi) mjerenje rezervnog respiratornog kapaciteta (SRC) stanica; i/ili
(vil) mjerenje glikoliticke rezerve stanica.
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Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 2, naznacen time $to se stanice iz medija za stani¢nu kulturu u koraku
(iii) uklanjaju i krioprezerviraju u mediju za skladistenje prije koraka (iv), pri ¢emu se izborno stanice odmrzavaju
prije koraka (iv) 1/ili pri ¢emu se korak (iii) ponavlja jedan do Cetiri puta kako bi se dobilo dovoljno TIL u
terapijskoj populaciji TIL za terapijski efikasnu dozu TIL, izborno pri ¢emu je broj TIL koji je dovoljan za
terapijski efikasnu dozu od oko 2.3x10'° do oko 13.7x10'.
Postupak za testiranje TIL naznacen time $to sadrzi:

(i) dobivanje prve populacije TIL;

(ii) 1zvodenje prvog umnoZavanja kultiviranjem prve populacije TIL u mediju za stani¢nu kulturu koji sadrzi

IL-2 kako bi se proizvela druga populacija TIL; i

(iii) izvodenje drugog umnoZavanja suplementiranjem medija za stani¢nu kulturu druge populacije TIL sa

dopunskim IL-2, OKT-3, i antigen- prezentiraju¢im stanicama (APC), kako bi se proizvela tre¢a populacija

TIL, pri ¢emu je trec¢a populacija TIL najmanje 50-struko vecéa po broju od druge populacije TIL; i pri ¢emu se

drugo umnoZavanje izvodi tokom najmanje 14 dana kako bi se dobila tre¢a populacija TIL, pri ¢emu je treca

populacija TIL terapijska populacija TIL koja sadrZi povec¢anu subpopulaciju efektorskih stanica i/ili centralnih

memorijskih T stanica u odnosu na drugu populaciju TIL;

(iv) sakupljanje, ispiranje, i krioprezerviranje tre¢e populacije TIL;

(v) skladistenje krioprezerviranih TIL na kriogenoj temperaturi;

(vi) odmrzavanje trec¢e populacije TIL kako bi se osigurala odmrznuta tre¢a populacija TIL; i

(vil) izvodenje dopunskog drugog umnozavanja dijela odmrznute treée populacije TIL suplementiranjem

medija za stani¢nu kulturu tre¢e populacije sa IL-2, OKT-3, i APC tokom perioda reREP od najmanje 3 dana,

pri éemu se treée umnozavanje izvodi kako bi se dobila &etvrta populacija TIL, pri ¢emu se broj TIL u etvrtoj

populaciji TIL usporeduje sa brojem TIL u trecoj populaciji TIL kako bi se dobio odnos;

(viii) odredivanje na osnovu odnosa u koraku (vii) da li je odmrznuta populacija TIL pogodna za primjenu

pacijentu;
pri emu je terapijski efikasna doza odmrznute tre¢e populacije TIL za primjenu pacijentu kada se odredi da je
odnos broja TIL u ¢etvrtoj populaciji TIL prema broju TIL u tre¢oj populaciji TIL ve¢i od 5:1 u koraku (viii), pri
¢emu se izborno period reREP izvodi sve dok odnos broja TIL u ¢etvrtoj populaciji TIL prema broju TIL u treéoj
populaciji TIL ne bude veéi od 50:1, izborno pri ¢emu je broj TIL koji je dovoljan za terapijski efikasnu dozu od
oko 2.3x10'9 do oko 13.7x10'°, i/ili pri ¢emu se koraci (i) do (vii) izvode unutar perioda od oko 40 dana do oko 50
dana, ili pri ¢emu se koraci (1) do (vii) izvode unutar perioda od oko 42 dana do oko 48 dana, ili pri ¢emu se koraci
(1) do (vii) izvode unutar perioda od oko 42 dana do oko 45 dana, ili pri éemu se koraci (i) do (vii) izvode unutar
oko 44 dana.
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 10, naznacen time $to stanice iz koraka (iii) ili (vii) eksprimiraju CD4,
CDS8, 1 TCR a P na nivoima sli¢nim sveZe sakupljenim stanicama, pri ¢emu su antigen-prezentirajuce stanice
mononuklearne stanice periferne krvi (PBMC) ili umjetne APC (aAPC), pri ¢emu se izborno PBMC dodaju u
stani¢énu kulturu na bilo koji od dana 9 do 17 u koraku (iii), izborno pri ¢emu efektorske T stanice i/ili centralne
memorijske T stanice u ve¢oj populaciji TIL u koracima (iii) ili (vii) pokazuju jednu ili vi§e karakteristika koje su
odabrane iz grupe koja se sastoji od ekspresije CD27, ekspresije CD28, duZih telomera, povecane ekspresije CD57,
i smanjene ckspresije CD56, u odnosu na efektorske T stanice i/ili centralne memorijske T stanice u trecoj
populaciji stanica i/ili pri ¢emu efektorske T stanice i/ili centralne memorijske T stanice pokazuju povecanu
ekspresiju CD57 1 smanjenu ekspresiju CD56.
Postupak u skladu sa patentnim zahtjevom 10 ili 11, naznacen time Sto dodatno sadrzi korak transdukcije prve
populacije TIL sa ekspresijskim vektorom koji sadrzi nukleinsku kiselinu koja kodira visokoafinitetni T stani¢ni
receptor, ili pri ¢emu korak transdukcije prve populacije TIL sa ekspresijskim vektorom koji sadrzi nukleinsku
kiselinu koja kodira himerni antigenski receptor (CAR) koji sadrZi jedno-lan¢ani varijabilni fragment antitijelo
fuzionirano sa najmanje jednim endodomenom T-staniéne signalne molekule, izborno pri ¢emu se korak
transdukcije dogada prije koraka (i), izborno pri ¢emu se TIL testiraju za vijabilnost poslije koraka (vii).
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