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(54) Receptori antigenci chimerici cu specificitate BCMA si utilizarile acestora

(57) Rezumat:
1

Antigenul de maturare a celulelor B
(BCMA) este exprimat pe plasmocitele
maligne. Prezenta inventie se referd la
receptori de antigeni chimerici specifici pentru
BCMA si la celule, care exprimd astfel de
receptori de antigeni chimerici. In anumite
variante de realizare celulele construite, care
exprimad receptori de antigeni chimerici,
conform prezentei inventii, sunt capabile si

2
inhibe cresterea tumorilor, care exprima
BCMA.
Celulele modificate, conform

inventiei, sunt utile pentru tratamentul bolilor
si tulburdrilor in care cresterea sau inducerea
de BCMA a unui rdspuns imun tintit este
dezirabild si/sau terapeutic beneficd. De
exemplu, celulele modificate, care exprima
receptori de antigeni chimerici specifici pentru
BCMA, conform inventiei, sunt utile pentru



tratamentul diferitor tipuri de cancer, inclusiv
al mielomului multiplu.

Revendicari: 15

Figuri: 1

CEE

(54) Chimeric antigen receptors with BCMA specificity and uses thereof

(57) Abstract:

1

B-cell maturation antigen (BCMA) is
expressed on malignant plasma cells. The
present invention provides BCMA-specific
chimeric antigen receptors and cells
expressing such chimeric antigen receptors.
In certain embodiments, engineered cells
expressing the chimeric antigen receptors
of the present invention are capable of
inhibiting the growth of tumors expressing
BCMA. The engineered cells of the
invention are useful for the treatment of
diseases and disorders in which an

2

upregulated or induced BCMA-targeted
immune response is desired and/or
therapeutically beneficial. For example,
engineered cells expressing the BCMA-
specific chimeric antigen receptors of the
invention are useful for the treatment of
various  cancers, including multiple
myeloma.

Claims: 15

Fig.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventie se referd la receptorii de antigen himeric (CAR) si la celule modificate
cuprinzand astfel de CAR, care sunt specifice pentru antigenul de maturare a celulelor B (BCMA) si la
metodele de utilizare ale acestora.

STADIUL TEHNICII

Antigenul de maturare a celulelor B (BCMA), cunoscut si sub numele de TNFRSF17 sau
CD269, este o proteind transmembranard de tip 111, lipsitd de o peptidd semnal si care contine un domeniu
extracelular bogat in cisteind BCMA, impreund cu proteinele strans Inrudite, promoveaza supravietuirea
celulelor B in stadii distincte de dezvoltare. BCMA este exprimat exclusiv in celulele din linia celulelor
B, in special in regiunea interfoliculard a centrului germinal, precum si pe plasmoblaste si celule
plasmatice diferentiate. BCMA este indus selectiv In timpul diferentierii celulelor plasmatice si este
necesar pentru supravietuirea optimad a celulelor plasmatice cu viatd lungd din maduva osoasd. In
mielomul multiplu, BCMA este exprimat pe scard largd pe celulele plasmatice maligne la niveluri
ridicate, iar expresia BCMA este crescutd odatd cu progresia de la celule normale la mielom multiplu
activ. BCMA este, de asemenea, exprimat in alte afectiuni maligne ale celulelor B, inclusiv
macroglobulinemia Waldenstrom, limfomul Burkitt si celulele B difuze mari Limfom. Tai si colab.,
Immunotherapy, 7(11): 1187-1199, 2015.

Imunoterapia adoptivd, care implicd transferul de celule T autologe specifice antigenului
generate ex vivo, este o strategie promititoare pentru tratarea infectiilor virale si a cancerului. Celulele T
utilizate pentru imunoterapia adoptiva pot fi generate fie prin extinderea celulelor T specifice antigenului,
fie prin redirectionarea celulelor T prin inginerie genetica.

Noi specificitéti in celulele T au fost generate cu succes prin transferul genetic al receptorilor de
celule T transgenici sau al receptorilor de antigen himeric (CAR) (Jena, Dotti et al. 2010). CAR-urile sunt
receptori sintetici constind dintr-o portiune de tintire care este asociatd cu unul sau mai multe domenii de
semnalizare intr-o singurd moleculd de fuziune. in general, fragmentul de legare al unui CAR constd
dintr-un domeniu de legare la antigen al unui anticorp cu catend unicd (scFv), cuprinzand fragmentele
variabile ale lanfului usor si greu ale unui anticorp monoclonal unite printr-un linker flexibil. Domeniile
de semnalizare pentru CAR-uri de prima generatie sunt derivate din regiunea citoplasmaticd a lanturilor
gamma CD3zeta sau a receptorului Fe. S-a demonstrat cd CAR-urile de prima generatie redirectioneaza
cu succes citotoxicitatea celulelor T. Cu toate acestea, ei nu au reusit si ofere expansiune prelungitd si
activitate anti-tumorald in vivo. Domeniile de semnalizare din moleculele co-stimulatoare, precum si
domeniile transmembranare si balama au fost adidugate pentru a forma CAR-uri de a doua si a treia
generatie, ceea ce duce la unele studii terapeutice de succes la oameni. De exemplu, celulele T
redirectionate CAR specifice pentru antigenul CD19 de diferentiere a celulelor B au demonstrat o
eficacitate dramaticd in tratamentul tumorilor maligne ale celulelor B, in timp ce celulele T redirectionate
TCR au ardtat beneficii la pacientii care suferd de cancer solid. Stauss si altii. descrie strategii de
modificare a CAR si TCR terapeutice, pentru utilizare in tratamentul cancerului, de exemplu, pentru a
imbundtati functia efectord specificd antigenului si a limita toxicitatea celulelor T modificate (Opinia
curentd In Pharmacology 2015, 24:113-118).

Smith si colab., Mol Ther. 26(6):1447-1456, 2018 dezvaluie un vector de celule T CAR ftintit
BCMA derivat din fragmentul variabil uman cu un singur lant. Harrington et al., Blood 130(S1):1813,
2017 dezviluie JCARHI125, un CAR anti-BCMA complet uman pentru utilizare in tratamentul
mielomului multiplu. WO 2019/149249 descrie un receptor de antigen himeric (CAR) care se poate lega
in mod specific la o proteind BCMA cuprinzand un domeniu structural de legare a BCMA, un domeniu
transmembranar, un domeniu costimulator si un domeniu de semnalizare intracelular.

Celulele modificate care exprima receptori de antigen himeric care tintesc BCMA ar fi utile 1n
setdrile terapeutice 1n care se doreste tintirea specifica si uciderea mediatd de celulele T a celulelor care
exprimd BCMA.

SCURT REZUMAT AL INVENTIEI

Prezenta inventie furnizeaza receptori de antigen himeric specifici pentru antigenul de maturare a
celulelor B (BCMA) asa cum sunt definiti in revendicari, acizi nucleici care codificd CAR, vectori care
cuprind acizii nucleici si celulele cuprinzand acizii nucleici sau vectori. Inventia furnizeazi, de asemenea,
celule proiectate cuprinzdnd CAR-uri i metode de obtinere a celulelor proiectate. Inventia furnizeaza in
plus comporzitii farmaceutice cuprinzand celule T modificate genetic cuprinzdnd CAR-urile sau
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cuprinzadnd celulele proiectate. Inventia furnizeazd, de asemenea, celulele proiectate pentru utilizare in
tratamentul cancerului care exprimd BCMA.

REZUMATUL iNVATATURILOR TEHNICE

Inventia este definitd In revendicari. Orice aspecte, exemple de realizare si exemple ale prezentei
dezviluiri care nu intrd in sfera revendicarilor anexate nu fac parte din inventie si sunt furnizate doar
pentru informare.

Intr-un aspect, prezenta inventie furnizeaza un receptor de antigen himeric specific pentru
antigenul de maturare a celulelor B (BCMA) care cuprinde, de la capitul N-terminal la capatul C-
terminal: (a) un domeniu de legare a ligandului extracelular care cuprinde un domeniu de legare a
antigenului anti-BCMA ; (b) o balama; (¢) un domeniul transmembranar; si (d) un domeniu citoplasmatic
care cuprinde un domeniu costimulator si un domeniu de semnalizare. In inventie, domeniul de legare a
ligandului extracelular cuprinde un domeniu de fragment variabil de lant unic anti-BCMA (scFv) care
cuprinde o regiune variabild de lant usor (LCVR) si o regiune variabild de lant greu (HCVR). Domeniul
scFv anti-BCMA cuprinde un linker intre LCVR si HCVR. In unele cazuri, receptorul antigen himeric
cuprinde 1n plus un linker intre domeniul de legare a ligandului extracelular (de exemplu, domeniul scFv)
si balama. In unele cazuri, linkerul cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din
SECV ID NR: 93-96. In unele exemple de realizare, linkerul este un linker (G4S)n, in care n este 1-10.

In inventie, balamaua si domeniul trans membranar sunt din CDS. n unele cazuri, balamaua,
domeniul transmembranar sau ambele sunt de la o polipeptida CD8a. In inventie, domeniul costimulator
cuprinde un domeniu costimulator 4-1 BB. In inventie, domeniul de semnalizare cuprinde un domeniu de
semnalizare CD3zeta. In unele exemple de realizare, balamaua cuprinde secventa de aminoacizi a SECV
ID NR: 97. In unele exemple de realizare, domeniul transmembranar cuprinde secventa de aminoacizi a
SECV ID NR: 98. In unele realiziri, domeniul costimulator 4-1 BB cuprinde secventa de aminoacizi a
SECV ID NR: 99. In unele realizri, domeniul de semnalizare CD3zeta cuprinde secventa de aminoacizi a
SECV ID NR: 100.

fn unele aspecte ale dezvaluirii, LCVR cuprinde regiunile de determinare a complementarititii
(CDR) ale unui LCVR cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constdnd din SECV ID
NR: 10, 26, 42, 58 si 74. In unele aspecte, LCVR cuprinde domenii LCDR1-LCDR2-LCDR3 cuprinzand
secventele de aminoacizi, respectiv, ale SECV ID NR: 12-14-16, 28-30-32, 44-46-48, 60-62-64, sau 76-
78-80. In unele aspecte, HCVR cuprinde CDR-urile unui HCVR cuprinzind o secventd de aminoacizi
selectatd din grupul constind din SECV ID NR: 2, 18, 34, 50 si 66. In unele aspecte, HCVR cuprinde
domenii HCDR1-HCDR2-HCDR3 cuprinzand secventele de aminoacizi, respectiv, ale SECV ID NR: 4-
6-8, 20-22-24, 36-38-40, 52-54-56, sau 68-70-72. In inventie, LCVR cuprinde domenii LCDR1-LCDR2-
LCDR3 stabilite In SECV ID NR: 60-62-64 respectiv si HCVR cuprinde domenii HCDR1-HCDR2-
HCDR3 stabilite In SECV ID NR: 52-54-56 respectiv.

fn unele cazuri, LCVR cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din
SECV ID NR: 10, 26, 42, 58 si 74, sau o secventd de aminoacizi avand identitate de secventd de 95%-
99% cu o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR: 10, 26, 42, 58 si 74; si
HCVR cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR: 2, 18, 34, 50 si
66, sau o secventd de aminoacizi avand identitate de secventd de 95%-99% cu o secventd de aminoacizi
selectata din grup constand din SECV ID NR: 2, 18, 34, 50 si 66. In unele cazuri, LCVR cuprinde o
secventd de aminoacizi selectatd din grupul constdnd din SECV ID NR: 10, 26, 42, 58 si 74, iar HCVR
cuprinde o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constdnd din SECV ID NR: 2, 18, 34, 50 si 66.

in unele realizari, domeniul scFv cuprinde o pereche de secvente de aminoacizi LCVR/HCVR
care cuprinde secventele de aminoacizi ale SECV ID NR: 10/2, 26/18, 42/34, 58/50 sau 74/66. in unele
cazuri, LCVR s1 HCVR sunt unite printr-un linker, optional un linker (G4S)n in care n=1-3.

In unele aspecte ale dezvaluirii, receptorul antigen himeric cuprinde secventa de aminoacizi a
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 84, SECV ID NR: 86, SECV ID NR: 88 sau SECV ID NR: 90. In unele
aspecte ale dezviluirii, receptorul antigen himeric cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 82. n
unele aspecte ale dezviluirii, receptorul antigen himeric cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID
NR: 84. In unele aspecte ale dezvaluirii, receptorul antigen himeric cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 86. In inventie, receptorul antigen himeric cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID
NR: 88. In unele aspecte ale dezvaluirii, receptorul antigen himeric cuprinde secventa de aminoacizi din
SECV ID NR: 90.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o moleculd izolati de acid nucleic care codifica
un receptor de antigen himeric discutat mai sus sau aici. In unele cazuri, molecula de acid nucleic
cuprinde o secventd de nucleotide selectatd din grupul constadnd din SECV ID NR: 81, 83, 85, 8751 89. In
inventie, molecula acidului nucleic poate cuprinde o secventd de nucleotidd SECV ID NR: 87.
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Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazd un vector care cuprinde o moleculd de acid
nucleic discutatd mai sus sau aici. In unele cazuri, vectorul este un vector ADN, un vector ARN, o
plasmidd, un vector lentivirus, un vector adenovirus sau un vector retroviral. in unele variante de
realizare, vectorul este un vector lentivirus.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o celuld care cuprinde o moleculi de acid nucleic
sau un vector discutat mai sus sau aici. In unele cazuri, celula este o celuld T umani.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o celuld modificatd cuprinzand un receptor de
antigen himeric asa cum s-a discutat mai sus sau aici. In unele cazuri, celula modificati este o celula
imunitard. Tn unele cazuri, celula imuni este o celuld efectord imuni. In unele cazuri, celula efectori
imund este un limfocit T. in unele exemple de realizare, limfocitul T este un limfocit T inflamator, un
limfocit T citotoxic, un limfocit T reglator sau un limfocit T helper. In unele variante de realizare, celula
modificata este un limfocit T citotoxic CD8+.

In unele cazuri, celulele modificate conform prezentei inventii sunt pentru utilizare in
tratamentul unui cancer care exprimd BCMA. In unele cazuri, cancerul care exprimi BCMA este
mielomul multiplu.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeaza o celuldi T umand modificatd cuprinzand un
receptor al inventiei.

fn unele exemple de realizare, domeniul scFv cuprinde o pereche de secvente de aminoacizi
LCVR/HCVR care cuprinde secvente de aminoacizi din SECV ID NR:58/50 In unele cazuri, balamaua
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 97. In unele cazuri, domeniul transmembranar
cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 98. In unele cazuri cazuri, domeniul costimulator 4-
1BB cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 99. In unele cazuri, Domeniul de semnalizare
CD3zeta cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 100.

fn unele aspecte ale dezvaluirii, celula T umanad modificatd cuprinde un receptor de antigen
himeric care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 82. In unele aspecte ale dezvaluirii,
celula T umand modificatd cuprinde un receptor de antigen himeric care cuprinde secventa de aminoacizi
din SECV ID NR: 84. In unele aspecte ale dezviluirii, celula T umand modificata cuprinde un receptor de
antigen himeric care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 86. In unele exemple de
realizare, celula T umand modificatad cuprinde un receptor de antigen himeric care cuprinde secventa de
aminoacizi din SECV ID NR: 88. In unele aspecte ale dezvaluirii, celula T umana modificata cuprinde un
receptor de antigen himeric care cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 90.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeaza o compozitie farmaceuticd care cuprinde o celuld
T umand modificatd genetic si un purtitor acceptabil farmaceutic, in care celula T umand modificata
genetic cuprinde un receptor de antigen himeric asa cum s-a discutat mai sus sau aici. In unele cazuri,
compozitia farmaceutici este destinata utilizarii in tratamentul unui cancer care exprima BCMA. In unele
rexemple de realizare, cancerul care exprimd BCMA este mielom multiplu.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o celuld proiectatd asa cum s-a discutat mai sus
sau aici. In unele cazuri, compozitia farmaceutica este destinatd utilizarii in tratamentul unui cancer care
exprimd BCMA. 1n unele realizdri, cancerul care exprimd BCMA este mielom multiplu.

Intr-un alt aspect, prezenta dezvaluire furnizeaza utilizarea unui receptor de antigen himeric, a
unei molecule de acid nucleic, a unui vector, a unei celule sau a unei celule modificate, asa cum s-a
discutat mai sus sau aici, in fabricarea unui medicament pentru tratamentul cancerului care exprimi
BCMA. In unele cazuri, cancerul care exprimd BCMA este mielomul multiplu. In diferite variante de
realizare, receptorii de antigen himeric, moleculele de acid nucleic, vectorii, celulele sau celulele
modificate descrise mai sus sau aici sunt considerate pentru utilizare in oricare dintre metodele discutate
mai sus sau aici. De exemplu, in unele exemple de realizare, CAR-urile sau celulele modificate discutate
aici sunt pentru utilizare In medicind sau pentru utilizare in tratamentul cancerului, asa cum s-a discutat
mai sus sau aici.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o metoda de crestere a activitatii limfocitelor T la
un subiect care cuprinde, introducerea in subiect a unui limfocit T cuprinzédnd un receptor de antigen
himeric asa cum s-a discutat mai sus sau aici.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeaza o metoda pentru tratarea unui subiect care suferd
de cancer care cuprinde, introducerea in subiect a unei cantitdti eficiente terapeutic dintr-un limfocit T
cuprinzand un receptor de antigen himeric aga cum s-a discutat mai sus sau aici.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o metodd pentru stimularea unui rdspuns imun
mediat de celule T la o populatie de celule tintd sau un tesut la un subiect, cuprinzdnd administrarea
subiectului a unei cantitafi eficiente dintr-o celuld modificatd genetic pentru a exprima un receptor de
antigen himeric aga cum s-a discutat mai sus sau aici.
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Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o metoda de asigurare a imunitatii antitumorale la
un subiect, metoda cuprinzand administrarea subiectului a unei cantititi eficiente dintr-o celuld modificata
genetic pentru a exprima un receptor de antigen himeric asa cum s-a discutat mai sus sau aici.

In unele realizari ale metodelor discutate mai sus, subiectul este un om. In unele cazuri,
subiectul suferd de mielom multiplu, leucemie limfoblasticd acutd din linia B, leucemie limfocitara
cronicd cu celule B, limfom non-Hodgkin cu celule B, leucemie si limfom, leucemie limfoblasticd acuta,
limfom Hodgkin sau leucemie acutd din copildrie. In unele exemple de realizare, subiectul suferd de
mielom multiplu.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie furnizeazi o metoda de proiectare a unei populatii de celule
pentru a exprima un receptor de antigen himeric, In care metoda cuprinde: (a) furnizarea unei populatii de
celule imune; (b) introducerea in celulele imune a unei molecule de acid nucleic care codificd un receptor
de antigen himeric asa cum s-a discutat mai sus sau aici; (c) cultivarea celulelor imune in conditii pentru a
exprima moleculele de acid nucleic; si (d) izolarea celulelor imune care exprimd receptorul antigen
himeric la suprafata celulelor. in unele cazuri, metoda mai cuprinde obtinerea populatiei de celule imune
de la un subiect Inainte de introducerea moleculei de acid nucleic.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie se referd la receptorul antigenului himeric al inventiei pentru
utilizare intr-o o metodd de tratare a unui cancer care exprimd BCMA la un subiect, in care metoda
cuprinde: (a) realizarea unei populatii de celule conform metodei discutate mai sus; si (b) reintroducerea
populatiei de celule imune care exprima receptorii de antigen himeric in subiect. In unele realizari,
cancerul care exprimd BCMA este mielom multiplu.

Alte aspecte vor deveni evidente dintr-o revizuire a descrierii detaliate care urmeaza.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1 ilustreazad un construct de nucleotide exemplificativ pentru exprimarea unui construct de
receptor de antigen himeric (CAR). Constructia nucleotidicd exemplificativd cuprinde un linker VL anti-
BCMA-VH scFv, o balama CD8 umand si un domeniu transmembranar, un domeniu co-stimulator 4-1
BB, un domeniu de semnalizare CD3zeta si o secventd IRES:eGFP pentru urmdrirea transdusd de CAR.
celule.

DESCRIERE DETALIATA

Din nou, inventia este definitd in revendicdri. Orice aspecte, exemple de realizare si exemple ale
prezentei dezviluiri care nu intrd In domeniul de aplicare al revendicdrilor anexate nu fac parte din
inventie si sunt doar furnizate numai pentru informatii.

Dacd nu este definit altfel, toti termenii tehnici si stiintifici utilizati aici au aceeasi semnificatie
pe care o Inteleg In mod obisnuit de cétre o persoand cu calificare obisnuitd in domeniul céruia ii apartine
aceastd inventie. Asa cum este utilizat aici, termenul "aproximativ", atunci cind este utilizat cu referire la
o anumitd valoare numericd citatd, inseamnd cd valoarea poate varia de la valoarea indicatd cu nu mai
mult de 1 %. De exemplu, aga cum este utilizata aici, expresia "aproximativ 100" include 99 si 101 si
toate valorile dintre acestea (de exemplu, 99,1, 99,2, 99,3, 99 4, etc.).

Desi orice metode si materiale similare sau echivalente cu cele descrise aici pot fi utilizate in
practica sau testarea prezentei inventii, metodele si materialele preferate sunt acum descrise..

Definitii

Expresia ,BCMA”, asa cum este utilizata aici, se referd la antigenul de maturare a celulelor B.
BCMA (cunoscut si ca TNFRSF17 si CD269) este o proteind de suprafatd celulard exprimati pe celulele
plasmatice maligne si joacd un rol central in reglarea maturdrii si diferentierii celulelor B in celule
plasmatice producidtoare de imunoglobuline. Asa cum este utilizat aici, ,,BCMA” se referd la proteina
BCMA umani, cu exceptia cazului In care este specificat ca fiind dintr-o specie non-umand (de exemplu,
-BCMA de soarece”, ,,BCMA de maimutd” etc.). Proteina BCMA umana are secventa de aminoacizi
prezentatd In SECV ID NR: 101.

Asa cum este utilizat aici, ,,un anticorp care leagd BCMA” sau un ,,anticorp anti-BCMA” include
anticorpi si fragmente ale acestora de legare la antigen care recunosc in mod specific BCMA.

Termenii ,,domeniu de legare la ligand” si ,,domeniu de legare la antigen™ sunt utilizati In mod
interschimbabil aici si se referd la acea portiune a unui receptor de antigen himeric sau la un anticorp
corespunzitor care se leagd In mod specific la un antigen predeterminat (de exemplu, BCMA).
Referintele la un ,anticorp corespunzitor” se referd la anticorpul din care sunt derivate CDR-urile sau
regiunile variabile (HCVR si LCVR) utilizate Intr-un receptor de antigen himeric. De exemplu,
constructele de receptori de antigen himeric discutate in Exemplul 2 includ scFv-uri cu regiuni variabile
derivate din anticorpi anti-BCMA specifici. Acesti anticorpi anti-BCMA sunt ,,anticorpii corespunzétori”
la respectivii receptori de antigen himeric.

Termenul "anticorp”, asa cum este utilizat aici, Inseamna orice moleculd de legare la antigen sau
complex molecular care cuprinde cel putin o regiune de determinare a complementaritétii (CDR) care se
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leagd in mod specific la sau interactioneazd cu un anumit antigen (de exemplu, BCMA). Termenul
"anticorp” include molecule de imunoglobulind cuprinzind patru lanturi polipeptidice, doua lanturi grele
(H) st doud lanturi usoare (L) interconectate prin legituri disulfurice, precum si multimeri ai acestora (de
exemplu, IgM). Termenul ,anticorp” include, de asemenea, molecule de imunoglobulinad constand din
patru lanturi polipeptidice, doud lanturi grele (H) si doud lanturi ugoare (L) interconectate prin legaturi
disulfurd. Fiecare lant greu cuprinde o regiune variabild a lanfului greu (abreviatd aici ca HCVR sau VH)
s1 o regiune constantd a lantului greu. Regiunea constantd a lantului greu cuprinde trei domenii, Cul, Cu2
si Cu3. Fiecare lant usor cuprinde o regiune variabild a lantului usor (abreviati aici ca LCVR sau VL) si o
regiune constantd a lantului usor. Regiunea constantd a lantului usor cuprinde un domeniu (Cil).
Regiunile Vg si Vi, pot fi subdivizate in continuare in regiuni de hipervariabilitate, numite regiuni de
determinare a complementarititii (CDR), intercalate cu regiuni care sunt mai conservate, numite regiuni
cadru (FR). Fiecare VHand VLi este compus din trei CDR-uri si patru FR-uri, aranjate de la amino-
terminal la carboxi-terminal in urmitoarea ordine: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. in diferite
realizdri ale inventiei, FR-urile anticorpului anti-BCMA (sau portiunea de legare a antigenului a acestuia)
pot fi identice cu secventele liniei germinale umane sau pot fi modificate In mod natural sau artificial. O
secventd consens de aminoacizi poate fi definitd pe baza unei analize aldturate a doud sau mai multe
CDR-uri.

Termenul "anticorp”, asa cum este utilizat aici, include de asemenea fragmente de legare la
antigen ale moleculelor de anticorp complet. Termenii ,,portiune de legare la antigen” a unui anticorp,
~fragment de legare la antigen” a unui anticorp si altele asemenea, asa cum sunt utilizate aici, includ orice
polipeptidd sau glicoproteind care se leagd In mod specific la o polipeptida naturald, obtinutd enzimatic,
sinteticd sau modificatd genetic antigenul pentru a forma un complex. Fragmentele de legare la antigen
ale unui anticorp pot fi derivate, de exemplu, din molecule de anticorp complet folosind orice tehnici
standard adecvate, cum ar fi digestia proteoliticd sau tehnici de inginerie geneticd recombinatd care
implicd manipularea si exprimarea ADN-ului care codificd domenii variabile si optional constante ale
anticorpului. Un astfel de ADN este cunoscut si/sau este usor disponibil din, de exemplu, surse
comerciale, biblioteci de ADN (inclusiv, de exemplu, biblioteci de anticorpi fagi) sau poate fi sintetizat.
ADN-ul poate fi secventiat si manipulat chimic sau prin utilizarea tehnicilor de biologie moleculara, de
exemplu, pentru a aranja unul sau mai multe domenii variabile si/sau constante intr-o configuratie
adecvatd sau pentru a introduce codoni, a crea resturi de cisteind, a modifica, adduga sau sterge
aminoacizi. , etc.

Exemple nelimitative de fragmente de legare la antigen includ: (i) fragmente Fab; (ii) fragmente
F(ab"2; (i11) fragmente Fd; (iv) fragmente Fv; (v) molecule Fv (scFv) cu catend unicéd; (vi) fragmente
dAb; si (vil) unitdti minime de recunoastere constand din resturile de aminoacizi care imitd regiunea
hipervariabild a unui anticorp (de exemplu, o regiune izolatd de determinare a complementarititii (CDR)
cum ar fi o peptidd CDR3) sau o peptidd FR3-CDR3-FR4 constransd. Alte molecule modificate, cum ar fi
anticorpi specifici unui domeniu, anticorpi cu un singur domeniu, anticorpi cu deletie de domeniu,
anticorpi himerici, anticorpi grefati cu CDR, diacorpi, triacorpi, tetracorpi, minicorpi, nanocorpi (de
exemplu, nanocorpi monovalenti, nanocorpi bivalenti etc.), mici imunofarmaceutice modulare (SMIP) si
domenii variabile IgNAR de rechin, sunt de asemenea cuprinse in expresia "fragment de legare la
antigen", asa cum este utilizat aici.

Un fragment de legare la antigen al unui anticorp va cuprinde de obicei cel putin un domeniu
variabil. Domeniul variabil poate fi de orice dimensiune sau compozitie de aminoacizi $i va cuprinde 1n
general cel putin un CDR care este adiacent sau in cadru cu una sau mai multe secvente cadru. in
fragmentele de legare la antigen care au un domeniu Vg asociat cu un domeniu Vi, domeniile Vg $i Vi,
pot fi situate unul fata de celalalt in orice aranjament adecvat. De exemplu, regiunea variabild poate fi
dimericd si contine dimeri V-V, Vu-Vi sau Vi-Vi. Alternativ, fragmentul de legare la antigen al unui
anticorp poate contine un domeniu Vg sau Vi, monomeric.

In anumite cazuri, un fragment de legare la antigen al unui anticorp poate contine cel putin un
domeniu variabil legat covalent la cel putin un domeniu constant. Configuratiile exemplificative,
nelimitative ale domeniilor variabile si constante care pot fi gésite intr-un fragment de legare la antigen al
unui anticorp din prezenta inventie includ: (1) Vg-Cul; (ii) Vu-Cu2; (iii) Vu-Cu3; (iv) Vu-Cul-Cu2; (v)
Vu-Cul-Cu2-Ch3; (vi) Vu-Cu2-Cy3; (vil) Vu-Cr; (viii) Vi-Crl; (ix) Vi-Cu2; (x) Vi-Cy3; (xi) Vi-Cul-
Ci2; (xii) Vi-Cul-Cy2-Ch3; (xiii) Vi-Cu2-Cs3; si (xiv) Vi-CrL. In orice configuratie de domenii variabile
si constante, incluzdnd oricare dintre configuratiile exemplificative enumerate mai sus, domeniile
variabile si constante pot fi fie legate direct intre ele, fie pot fi legate printr-o balama sau o regiune de
legaturd completd sau partiala. O regiune balama poate consta din cel putin 2 (de exemplu, 5, 10, 15, 20,
40, 60 sau mai multi) aminoacizi care au ca rezultat o legdturd flexibild sau semiflexibilad intre domenii
variabile si/sau constante adiacente intr-o singurd polipeptidd moleculd. Mai mult, un fragment de legare
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la antigen al unui anticorp al prezentei inventii poate cuprinde un homo-dimer sau hetero-dimer (sau alt
multimer) al oricareia dintre configuratiile de domenii variabile si constante enumerate mai sus in
asociere necovalenta unul cu celdlalt i/ sau cu unul sau mai multe domenii Vg sau Vi monomerice (de
exemplu, prin legatura(i) disulfuricd).

In anumite variante de realizare, anticorpii anti-BCMA sunt anticorpi umani. Termenul "anticorp
uman", asa cum este utilizat aici, este destinat sd includa anticorpi avand regiuni variabile si constante
derivate din secventele de imunoglobuline ale liniei germinale umane. Anticorpii umani conform
inventiei pot include resturi de aminoacizi necodificate de secvente de imunoglobuline germinale umane
(de exemplu, mutatii introduse prin mutagenezd aleatorie sau specificd locului in vitro sau prin mutatie
somaticd in vivo), de exemplu iIn CDR-uri si in special CDR3. Cu toate acestea, termenul "anticorp
uman", asa cum este utilizat aici, nu este destinat s includd anticorpi in care secventele CDR derivate din
linia germinativd a unei alte specii de mamifere, cum ar fi un soarece, au fost grefate pe secvente cadru
umane.

Anticorpii pot fi, In unele exemple de realizare, anticorpi umani recombinanti. Termenul
"anticorp uman recombinant”, asa cum este utilizat aici, este destinat s includa toti anticorpii umani care
sunt preparati, exprimati, creati sau izolati prin mijloace recombinante, cum ar fi anticorpii exprimati
folosind un vector de expresie recombinant transfectat intr-o celuld gazdd (descris mai jos). ), anticorpi
izolati dintr-o bibliotecd de anticorpi umani recombinanti, combinatori (descrisi mai jos), anticorpi izolati
de la un animal (de exemplu, un soarece) care este transgenic pentru genele imunoglobulinei umane (vezi,
de exemplu, Taylor et al. (1992) Nucl. Acizi Res. 20:6287-6295) sau anticorpi preparati, exprimati, creati
sau izolati prin orice alte mijloace care implicd despicarea secventelor genei de imunoglobuline umane la
alte secvente ADN. Astfel de anticorpi umani recombinanti au regiuni variabile si constante derivate din
secventele de imunoglobulind germinativd umana. In anumite exemple de realizare, totusi, astfel de
anticorpi umani recombinanti sunt supusi mutagenezei in vitro (sau, atunci cand se utilizeazd un animal
transgenic pentru secvente de Ig umane, mutagenezei somatice in vivo) si astfel secventele de aminoacizi
ale regiunilor Vg si Vi, ale anticorpilor recombinanti. sunt secvente care, desi derivate din si legate de
secventele Vg si Vi ale liniei germinale umane, pot sd nu existe in mod natural in repertoriul liniei
germinale de anticorpi umani in vivo.

Anticorpii umani pot exista in doud forme care sunt asociate cu eterogenitatea balamalei. Intr-o
formad, o moleculd de imunoglobulinéd cuprinde o constructie stabild cu patru lanturi de aproximativ 150-
160 kDa in care dimerii sunt tinuti impreund printr-o legdtura disulfuricd a lantului greu intercatenar. Intr-
o a doua formad, dimerii nu sunt legati prin legituri disulfurice inter-lant si se formeazd o moleculd de
aproximativ 75-80 kDa compusi dintr-un lant usor si greu cuplat covalent (jumatate de anticorp). Aceste
forme au fost extrem de greu de separat, chiar si dupa purificarea prin afinitate.

Frecventa de aparitie a celei de-a doua forme in diferite izotipuri IgG intacte se datoreaza, dar nu
se limiteaza la, diferentelor structurale asociate cu izotipul regiunii balama a anticorpului. O singurd
substitutie de aminoacid in regiunea balama a balamalei 1gG4 umani poate reduce semnificativ aspectul
celei de-a doua forme (Angal si colab. 1993) Molecular Immunology 30:105) la niveluri observate in mod
tipic utilizdnd o balama lgG1 umand. Prezenta inventie cuprinde anticorpi avand una sau mai multe
mutatii In balama, regiunea Cy2 sau Cu3 care pot fi de dorit, de exemplu, In productie, pentru a
imbunatati randamentul formei de anticorpi dorite.

Anticorpii pot fi anticorpi izolati. Un "anticorp izolat", asa cum este utilizat aici, inseamnd un
anticorp care a fost identificat si separat si/sau recuperat din cel putin o componentd a mediului sidu
natural. De exemplu, un anticorp care a fost separat sau indepdartat din cel putin o componentd a unui
organism, sau dintr-un tesut sau celuld in care anticorpul existd in mod natural sau este produs in mod
natural, este un "anticorp izolat" pentru scopurile prezentei inventii. Un anticorp izolat include, de
asemenea, un anticorp in situ intr-o celuld recombinatd. Anticorpii izolafi sunt anticorpi care au fost
supusi la cel putin o etapa de purificare sau izolare. Conform anumitor variante de realizare, un anticorp
izolat poate fi in mod substantial lipsit de alte materiale celulare si/sau substante chimice.

Anticorpii anti-BCMA dezviluiti aici pot cuprinde una sau mai multe substitutii de aminoacizi,
insertii si/sau deletii in cadrul si/sau regiunile CDR ale domeniilor variabile ale lantului greu si usor in
comparatie cu secventele germinale corespunzitoare din care au fost derivati anticorpii. . Astfel de
mutatii pot fi constatate cu usurintd prin compararea secventelor de aminoacizi dezviluite aici cu
secventele liniei germinale disponibile, de exemplu, din bazele de date publice de secvente de anticorpi.
Prezenta inventie include anticorpi si fragmente ale acestora de legare la antigen, care sunt derivate din
oricare dintre secventele de aminoacizi dezvaluite aici, In care unul sau mai mul{i aminoacizi din unul sau
mai multe regiuni cadru si/sau CDR sunt mutati la reziduurile corespunzatoare ale secventei de linie
germinativd din care a derivat anticorpul sau la reziduurile corespunzitoare ale altei secvente de linie
germinald umani sau la o substitutie conservatoare de aminoacizi a reziduurilor corespunzatoare ale liniei
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germinale (astfel de modificdri de secventd sunt denumite aici in mod colectiv ,mutatii ale liniei
germinale™). O persoand cu calificare obignuitd In domeniu, Incepand cu secventele de regiune variabild a
lantului greu si usor descrise aici, poate produce cu usurintd numerosi anticorpi si fragmente de legare la
antigen care cuprind una sau mai multe mutatii individuale ale liniei germinale sau combinatii ale
acestora. In anumite variante de realizare, toate resturile cadru si/sau CDR din domeniile Vg si/sau Vi,
sunt mutate inapoi la resturile gésite in secventa germinativa originalad din care a fost derivat anticorpul.
In alte exemple de realizare, numai anumite reziduuri sunt mutate inapoi la secventa originald a liniei
germinale, de exemplu, numai resturile mutante gésite In primii 8 aminoacizi ai FR1 sau in ultimii 8
aminoacizi ai FR4, sau numai resturile mutante gasite in CDR1, CDR2 sau CDR3. In alte exemple de
realizare, unul sau mai multe dintre resturile cadru si/sau CDR sunt mutate la restul (reziduurile)
corespunzitoare ale unei secvente de linie germinala diferitd (adicd, o secventd de linie germinald care
este diferitd de secventa de linie germinald din care a fost anticorpul derivat initial). Mai mult, anticorpii
prezentei inventii pot contine orice combinatie de doud sau mai multe mutatii ale liniei germinale in
cadrul regiunilor cadru gi/sau CDR, de exemplu, in care anumite resturi individuale sunt mutate la restul
corespunzitor al unei anumite secvente de linie germinald, in timp ce anumite alte resturi care diferd. din
secventa originald a liniei germinale sunt mentinute sau sunt mutate la reziduul corespunzitor al unei
secvente de linie germinald diferitd. Odata obtinute, anticorpii si fragmentele de legare la antigen care
contin una sau mai multe mutatii ale liniei germinale pot fi testate cu usurintd pentru una sau mai multe
proprietati dorite, cum ar fi specificitatea de legare Imbunitatitd, afinitatea de legare crescutd,
proprietitile biologice antagoniste sau agoniste imbunititite sau imbunititite (dupa caz). fi),
imunogenitate redusd etc. Anticorpii si fragmentele de legare la antigen obtinute in acest mod general
sunt cuprinse 1n prezenta dezvaluire.

Anticorpii anti-BCMA pot cuprinde variante ale oricdreia dintre secventele de aminoacizi
HCVR, LCVR si/sau CDR dezviluite aici avand una sau mai multe substitutii conservatoare. De
exemplu, anticorpii anti-BCMA pot avea secvente de aminoacizi HCVR, LCVR si/sau CDR cu, de
exemplu, 10 sau mai putine, 8 sau mai putine, 6 sau mai putine, 4 sau mai putine, etc. substitutii
conservatoare de aminoacizi in raport cu oricare. dintre secventele de aminoacizi HCVR, LCVR si/sau
CDR prezentate aici.

Termenul "epitop" se referd la un determinant antigenic care interactioneazd cu un situs specific
de legare a antigenului In regiunea variabild a unei molecule de anticorp cunoscutd ca paratop. Un singur
antigen poate avea mai mult de un epitop. Astfel, anticorpi diferiti se pot lega la diferite zone ale unui
antigen si pot avea efecte biologice diferite. Epitopii pot fi fie conformationali, fie liniari. Un epitop
conformational este produs de aminoacizi juxtapusi spatial din diferite segmente ale lantului polipeptidic
linear. Un epitop liniar este unul produs de resturile de aminoacizi adiacente dintr-un lant polipeptidic. in
anumite circumstante, un epitop poate include fragmente de zaharide, grupéri fosforil sau grupéri sulfonil
de pe antigen.

Termenul ,identitate substantiald™ sau ,,substantial identic”, atunci cidnd se referd la un acid
nucleic sau fragment al acestuia, indicd faptul cé, atunci cand este aliniat in mod optim cu insertii sau
deletii adecvate de nucleotide cu un alt acid nucleic (sau catena sa complementard), existd identitate de
secventd de nucleotide. In cel putin aproximativ 95% si mai preferabil cel putin aproximativ 96%, 97%,
98% sau 99% din baze nucleotidice, masurate prin orice algoritm binecunoscut de identitate de secventd,
cum ar fi FASTA, BLAST sau Gap, ca discutat mai jos. O moleculd de acid nucleic avand identitate
substantiald cu o moleculd de acid nucleic de referintd poate, in anumite cazuri, sd codifice o polipeptida
avand aceeasi secventd de aminoacizi sau substantial similard cu polipeptida codificatd de molecula de
acid nucleic de referinta.

Asa cum se aplicd polipeptidelor, termenul ,aseméinare substantiald” sau ,,substantial
asemindtor” inseamnd cd doud secvente de peptide, atunci cdnd sunt aliniate optim, cum ar fi prin
programele GAP sau BESTFIT, folosind ponderi implicite ale intervalului, Impartasesc cel putin 95%
identitate de secventd, chiar mai preferabil. cel putin 98% sau 99% identitate de secventd. De preferintd,
pozitiile reziduurilor care nu sunt identice diferd prin substitutii conservatoare de aminoacizi. O
,,substitutie conservatoare de aminoacid” este una In care un rest de aminoacid este substituit cu un alt rest
de aminoacid avand o catend laterald (grupare R) cu proprietiti chimice similare (de exemplu, sarcind sau
hidrofobicitate). In general, o substitutic conservatoare a aminoacizilor nu va schimba substantial
proprietatile functionale ale unei proteine. In cazurile in care doud sau mai multe secvente de aminoacizi
diferd una de cealaltd prin substitutii conservatoare, identitatea secventei procentuale sau gradul de
similaritate poate fi ajustat in sus pentru a corecta natura conservatoare a substitutiei. Mijloacele pentru
realizarea acestei ajustdri sunt binecunoscute specialistilor In domeniu. Vezi, de exemplu, Pearson (1994)
Methods Mol. Biol. 24: 307-331. Exemple de grupuri de aminoacizi care au catene laterale cu proprietéti
chimice similare includ (1) catene laterale alifatice: glicind, alanind, valind, leucind si izoleucind; (2)
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catene laterale alifatic-hidroxil: serind si treonind; (3) lanturi laterale care contin amidd: asparagind si
glutamina; (4) lanturi laterale aromatice: fenilalaning, tirozind si triptofan; (5) lanturi laterale de baza:
lizind, arginind si histiding; (6) lanturi laterale acide: aspartat si glutamat si (7) lanturi laterale care contin
sulf sunt cisteind si metionind. Grupdrile de substitutie a aminoacizilor conservatoare preferate sunt:
valind-leucini-izoleucind, fenilalanina-tirozind, lizind-arginind, alanind-valind, glutamat-aspartat si
asparagind-glutamina. Alternativ, o inlocuire conservatoare este orice modificare care are o valoare
pozitivd in matricea log-probabilitatii PAM250 dezviluitd in Gonnet si colab. (1992) Science 256: 1443-
1445. O 1nlocuire ,,moderat conservatoare™ este orice modificare care are o valoare nenegativd in matricea
log-probabilititii PAM250.

Aseménarea secventei pentru polipeptide, la care se face referire si ca identitate de secventd, este
mdsuratd In mod obisnuit folosind software-ul de analizd a secventei. Software-ul de analizd a proteinelor
potriveste secvente similare folosind méasuri de similitudine atribuite diferitelor substitutii, deletii si alte
modificdri, inclusiv substitutii conservatoare de aminoacizi. De exemplu, software-ul GCG contine
programe precum Gap si Bestfit care pot fi utilizate cu parametrii impliciti pentru a determina omologia
secventel sau identitatea secventei intre polipeptide strins legate, cum ar fi polipeptide omoloage din
diferite specii de organisme sau Intre o proteind de tip salbatic si 0 muteind a acesteia. . Vezi, de exemplu,
GCG Versiunea 6.1. Secventele de polipeptide pot i, de asemenea, comparate folosind FASTA utilizdnd
parametrii impliciti sau recomandati, un program din GCG Versiunea 6.1. FASTA (de exemplu, FASTA2
si FASTA3) furnizeazd aliniamente si identitate de secventd procentuald a regiunilor cu cea mai bund
suprapunere intre secventele de interogare si de cautare (Pearson (2000) supra). Un alt algoritm preferat
atunci cand se compard o secventd a inventiei cu o baza de date care contine un numir mare de secvente
din diferite organisme este programul de calculator BLAST, in special BLASTP sau TBLASTN, folosind
parametrii impliciti. Vezi, de exemplu, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 si Altschul si
colab. (1997) Acizi nucleici Res. 25:3389-402.

Asa cum sunt utilizati aici, termenii "acid nucleic" sau "polinucleotide" se referd la nucleotide
si/fsau polinucleotide, cum ar fi acid dezoxiribonucleic (ADN) sau acid ribonucleic (ARN),
oligonucleotide, fragmente generate de reactia in lant a polimerazei (PCR) si fragmente generate de
actiunea de ligaturd, scisare, endonucleazi si exonucleazd. Moleculele de acid nucleic pot fi compuse din
monomeri care sunt nucleotide naturale (cum ar fi ADN si ARN) sau analogi ai nucleotidelor naturale (de
exemplu, forme enantiomerice ale nucleotidelor naturale) sau o combinatie a ambelor. Nucleotidele
modificate pot avea modificdri ale fragmentelor de zahdr si/sau ale fragmentelor de bazi pirimidind sau
purinicd. Modificdrile zaharului includ, de exemplu, inlocuirea uneia sau mai multor grupdri hidroxil cu
halogeni, grupari alchil, amine si grupéri azido, sau zaharurile pot fi functionalizate ca eteri sau esteri.
Mai mult, Intregul fragment de zahdr poate fi nlocuit cu structuri similare steril si electronic, cum ar fi
zaharuri aza si analogi de zahdr carbociclic. Exemple de modificéri ale unui fragment de bazd includ
purine si pirimidine alchilate, purine sau pirimidine acilate sau alti substituenti heterociclici bine
cunoscuti. Monomerii acizilor nucleici pot fi legati prin legédturi fosfodiester sau analogi ai unor astfel de
legaturi. Acizii nucleici pot fi fie monocatenari, fie dublu catenari.

Termenul ,,receptor de antigen himeric” (CAR) se referd la molecule care combind un domeniu
de legare impotriva unui component prezent pe celula tintd, de exemplu o specificitate bazatd pe anticorpi
pentru un antigen dorit (de exemplu, un antigen tumoral, cum ar fi BCMA) cu un domeniu intracelular
care activeazd receptorul celulei T pentru a genera o proteind himericd care prezintd o activitate imuna
celulard anti-tintd specifica. In general, CAR-urile constau dintr-un domeniu de legare a anticorpilor cu
lant unic extracelular (scFv) fuzionat cu domeniul de semnalizare intracelular al lantului zeta al
complexului receptor al antigenului celulelor T si au capacitatea, atunci cand sunt exprimate in celulele T,
de a redirectiona recunoasterea antigenului pe baza specificitatea anticorpului monoclonal.

Termenul "vector", asa cum este utilizat aici, include, dar nu se limiteazd la, un vector viral, o
plasmida, un vector ARN sau o moleculd de ADN sau ARN liniard sau circulard care poate consta din
cromozomiale, necromozomiale, semisintetice. sau acizi nucleici sintetici. in unele cazuri, vectorii sunt
cei capabili de replicare autonomad (vector epizomal) si/sau expresie a acizilor nucleici de care sunt legati
(vectori de expresie). Un numdr mare de vectori adecvati sunt cunoscuti de specialistii in domeniu §i sunt
disponibili comercial. Vectorii virali includ retrovirus, adenovirus, parvovirus (de exemplu, virusuri
adenoasociate), coronavirus, virusuri ARN cu catend negativd, cum ar fi orthomyxovirus (de exemplu,
virusul gripal), rabdovirus (de exemplu, virusul rabiei si stomatitei veziculoase), paramixovirus (de
exemplu, rujeola si Sendai), virusuri ARN cu catend pozitivd, cum ar fi picornavirus si alfavirus si
virusuri ADN dublu catenar, inclusiv adenovirus, herpesvirus (de exemplu, virusul Herpes Simplex
tipurile 1 si 2, virusul Epstein-Barr, citomegalovirus) si poxvirus (de exemplu, vaccinia, variola aviard si
variola). Alti virusi includ virusul Norwalk, togavirusul, flavivirusul, reovirusurile, papovavirusul,
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hepadnavirusul si virusul hepatitei, de exemplu. Exemple de retrovirusuri includ: leucozd aviard-sarcom,
virusuri de tip C mamifer, tip B, virusuri de tip D, grup HTLV-BLYV si lentivirus.

Un ,.domeniu costimulator” sau ,moleculd costimulatoare” se referd la partenerul de legare
inrudit pe o celuld T care se leagd in mod specific cu un ligand costimulator, mediand astfel un raspuns
costimulator al celulei, cum ar fi, dar fard a se limita la proliferare. Moleculele costimulatoare includ, dar
nu sunt limitate la, o moleculd MHC clasa I, BTLA si receptorul de ligand Toll. Exemple de molecule
costimulatoare includ CD27, CD28, CDS, 4-1 BB (CD137) (SECV ID NR: 99), 0X40, CD30, CD40,
PD-1, ICOS, antigen-1 asociat functiei limfocitelor (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 si un
ligand care se leagd in mod specific cu CD83 si altele asemenea. O moleculd de costimulare este o
moleculd de suprafatd celulard, alta decét un receptor de antigen sau liganzii acestora, care este necesar
pentru un raspuns imun eficient.

Un "ligand costimulator" se referd la o moleculd de pe o celuld prezentatoare de antigen care
leagd 1n mod specific 0 molecula costimulatoare inruditd pe o celuld T, furnizand astfel un semnal care, In
plus fatd de semnalul primar furizat, de exemplu, de legarea unui TCR/ Complexul CD3 cu o molecula
MHC incércatd cu peptida, mediazad un raspuns celulei T, incluzdnd, dar fara a se limita la, activarea
proliferdrii, diferentierea si altele asemenea. Un ligand costimulator poate include, dar nu este limitat la,
CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1 BBL, OX40L, ligand costimulator inductibil
(ICOS-L), moleculd de adeziune intercelulard (ICAM), CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA,
MI1CB, HVEM, receptor de limfotoxind beta, 3/TR6, ILT3, ILT4, un agonist sau anticorp care leaga
receptorul ligandului Toll si un ligand care se leagd in mod specific cu B7-H3.

Un "semnal costimulator” se referd la un semnal, care in combinatie cu un semnal primar, cum ar
fi ligatura TCR/CD3, conduce la proliferarea celulelor T si/sau reglarea in sus sau in jos a moleculelor
cheie.

Termenul "domeniu de legare a ligandului extracelular”, asa cum este utilizat aici, se referd la o
oligo- sau polipeptida care este capabild si lege un ligand, de exemplu, o moleculd de suprafata celular.
De exemplu, domeniul extracelular de legare a ligandului poate fi ales pentru a recunoaste un ligand care
actioneazd ca un marker de suprafatd celulara pe celulele tintd asociate cu o anumitd stare de boald (de
exemplu, cancer). Exemple de markeri de suprafatd celulard care pot actiona ca liganzi includ pe cei
asociati cu infectii virale, bacteriene si parazitare, boli autoimune si celule canceroase.

Termenul "subiect” sau "pacient” asa cum este utilizat aici include toti membrii regnului animal,
incluzdnd primatele non-umane si oamenii. Intr-o variantd de realizare, pacientii sunt oameni cu un
cancer (de exemplu, mielom multiplu).

Un ,,domeniu de transducere a semnalului” sau ,,domeniu de semnalizare” al unui CAR, asa cum
este utilizat aici, este responsabil pentru semnalizarea intracelulard in urma legirii unui domeniu de legare
a ligandului extracelular la tintd, rezultdnd in activarea celulei imune si a raspunsului imun. Cu alte
cuvinte, domeniul de transducere a semnalului este responsabil pentru activarea a cel putin uneia dintre
functiile efectoare normale ale celulei imune in care este exprimat CAR. De exemplu, functia efector a
unei celule T poate fi o activitate citolitica sau o activitate auxiliard incluzand secretia de citokine. Astfel,
termenul "domeniu de transducere a semnalului” se referd la portiunea unei proteine care transduce
semnalul functiei efectoare si directioneazd celula sd indeplineascd o functie specializatd. Exemple de
domenii de transducere a semnalului pentru utilizare intr-un CAR pot fi secventele citoplasmatice ale
receptorului celulelor T si ale co-receptorilor care actioneazd In mod concertat pentru a initia transductia
semnalului dupd angajarea receptorului antigen, precum si orice derivat sau variantd a acestor secvente si
orice sintetic secventd care are aceeasi capacitate functionald. In unele cazuri, domeniile de semnalizare
cuprind doud clase distincte de secvente de semnalizare citoplasmaticd, cele care initiazd activarea
primard dependentd de antigen si cele care actioneazd intr-o manierd independentd de antigen pentru a
furniza un semnal secundar sau co-stimulator. Secventele de semnalizare citoplasmaticd primard pot
cuprinde motive de semnalizare care sunt cunoscute ca motive de activare pe bazd de tirozina
imunoreceptoare ale ITAM-urilor. ITAM-urile sunt motive de semnalizare bine definite gésite in coada
intracitoplasmaticd a unei varietdti de receptori care servesc ca situsuri de legare pentru tirozin kinazele
din clasa syk/zap70. Exemplele de ITAM includ pe cele derivate din TCRzeta, FcRgamma, FcRbeta,
FcRepsilon, CD3gamma, CD3delta, CD3epsilon, CD5, CD22, CD79a, CD79% si CD66d. in unele
exemple de realizare, domeniul de transducere a semnalului al CAR poate cuprinde domeniul de
semnalizare CD3zeta (SEQ ID NR: 100).

Receptori de antigen himerici (CAR)

Receptorii antigenului himeric (CAR) redirectioneazd specificitatea celulelor T citre antigeni
recunoscuti de anticorpi exprimati pe suprafata celulelor (de exemplu, celulele canceroase), in timp ce
receptorii de celule T (TCR) extind gama de tinte pentru a include antigene intracelulare (de exemplu,
antigene tumorale) .
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Un aspect al prezentei inventii include un receptor de antigen himeric (CAR) care este specific
pentru un antigen de maturare a celulelor B (BCMA) exprimat pe suprafata celulelor plasmatice maligne.
In inventie, CAR-ul cuprinde un domeniu extracelular de legare specifici tintei, un domeniu
transmembranar, un domeniu de semnalizare intracelular (derivat din CD3zeta) si/sau unul sau mai multe
domenii de semnalizare co-stimulatoare derivate dintr-o moleculd co-stimulatoare ( 4-1 BB). Intr-o
variantd de realizare, CAR-ul include o balama sau o regiune distantier Intre domeniul de legare
extracelular g1 domeniul transmembranar, cum ar fi o balama CD8alfa.

Domeniul de legare sau domeniul extracelular al CAR oferd CAR-ului capacitatea de a se lega la
antigenul tintd de interes. Un domeniu de legare (de exemplu, un domeniu de legare a ligandului sau
domeniu de legare a antigenului) poate fi orice proteind, polipeptida, oligopeptidad sau peptida care poseda
capacitatea de a recunoaste si de a se lega in mod specific la 0o moleculd biologicd (de exemplu, un
receptor de suprafatd celulard sau o proteind tumoarald sau o componentd a acesteia). Un domeniu de
legare include orice partener de legare natural, sintetic, semi-sintetic sau produs recombinant pentru o
moleculd biologica de interes. De exemplu, si asa cum este descris in continuare aici, un domeniu de
legare poate fi regiuni variabile ale lantului usor i al lantului greu al anticorpului, sau regiunile variabile
ale lantului usor si greu pot fi unite Impreund intr-un singur lant si in oricare orientare (de exemplu, Vi-
Vg sau Vg-Vi). Sunt cunoscute o varietate de teste pentru identificarea domeniilor de legare ale prezentei
dezviluiri care se leagd in mod specific cu o tintd particulard, incluzdnd Western blot, ELISA, citometria
in flux sau analiza rezonantei plasmonilor de suprafatd (de exemplu, folosind analiza BIACORE). Tinta
poate fi un antigen de interes clinic impotriva céruia ar fi de dorit sd se declanseze un rdspuns imun
efector care are ca rezultat uciderea tumorii. Intr-o varianta de realizare, antigenul tintd al domeniului de
legare al receptorului de antigen himeric este o proteind BCMA de pe suprafata celulelor tumorale, in
special, celule tumorale din linia celulelor B, cum ar fi celulele de mielom multiplu.

Domeniile ilustrative de legare a ligandului includ proteine de legare la antigen, cum ar fi
fragmente de legare la antigen ale unui anticorp, cum ar fi scFv, scTCR, domenii extracelulare ale
receptorilor, liganzi pentru moleculele/receptorii de suprafatd celulard sau domeniile de legare la receptor
ale acestora si proteinele de legare a tumorii. In anumite realizari, domeniile de legare la antigen incluse
intr-un CAR al inventiei pot fi o regiune variabild (Fv), un CDR, un Fab, un scFv, un Vg, un Vi, o
variantd de anticorp de domeniu (dAb), un anticorp de camelidd (Vum), o variantd de domeniu de
fibronectind 3, o variantd de repetare a anchirinei si alt domeniu de legare specific antigenului derivat din
alte schele de proteine. In inventie, domeniul de legare este un scFv.

Intr-un aspect al dezvaluirii, domeniul de legare al CAR este un anticorp cu lan{ unic anti-
BCMA (scFv) si poate fi un scFv murin, uman sau umanizat. Anticorpii cu un singur lant pot fi donati din
genele regiunii V ale unui hibridom specific pentru o tintd doritd. O tehnicd care poate fi utilizatd pentru
donarea lantului greu din regiune variabild (Vg) si lantului usor al regiunii variabile (V1) a fost descrisa,
de exemplu, 1n Orlandi si colab., PNAS, 1989; 86: 3833-3837. Astfel, In anumite aspecte ale dezviluirii,
un domeniu de legare cuprinde un domeniu de legare derivat de anticorp, dar poate fi un domeniu de
legare non derivat de anticorp. Un domeniu de legare derivat de anticorp poate fi un fragment al unui
anticorp sau un produs modificat genetic al unuia sau mai multor fragmente ale anticorpului, fragment
care este implicat 1n legarea cu antigenul.

fn anumite variante de realizare, CAR-urile prezentei inventii pot cuprinde un linker intre
diferitele domenii, addugat pentru distantarea si conformarea corespunzitoare a moleculei. De exemplu,
intr-o variantd de realizare, poate exista un linker intre domeniul de legare Vy sau Vy, care poate avea o
lungime intre 1-10 aminoacizi. in alte exemple de realizare, linkerul dintre oricare dintre domeniile
receptorului de antigen himeric poate avea o lungime intre 1-20 sau 20 de aminoacizi. In aceasta privinta,
linkerul poate avea 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 sau 20 de aminoacizi. in
alte realizari, linkerul poate avea 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 sau 30 de aminoacizi. Intervalele care
includ numerele descrise aici sunt de asemenea incluse aici, de exemplu, un linker lung de 10-30
aminoacizi.

fn anumite variante de realizare, linkerii adecvati pentru utilizare in CAR descrise aici sunt
linkeri flexibili. Linkerii adecvati pot fi selectati cu usurintd si pot avea oricare dintre lungimi adecvate,
cum ar fi de la 1 aminoacid (de exemplu, Gly) la 20 aminoacizi, de la 2 aminoacizi la 15 aminoacizi, de la
3 aminoacizi la 12 aminoacizi. acizi, inclusiv 4 aminoacizi la 10 aminoacizi, 5 aminoacizi la 9
aminoacizi, 6 aminoacizi la 8 aminoacizi sau 7 aminoacizi la 8 aminoacizi si pot fi 1, 2, 3, 4, 5, 6, sau 7
aminoacizi.

Exemple de linkeri flexibili includ polimeri de glicind (G)n, polimeri de glicind-serind, unde n
este un numdr intreg de cel putin unul, polimeri de glicind-alanind, polimeri de alanind-serind si alti
linkeri flexibili cunoscuti in domeniu. Polimerii de glicind si glicind-serind sunt relativ nestructurati si,
prin urmare, pot fi capabili si serveascd ca o legiturd neutrd intre domeniile proteinelor de fuziune, cum
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ar fi CAR-urile descrise aici. Glicina acceseazd mult mai mult spatiu phi-psi decat chiar si alanina si este
mult mai putin restrictionatd decét reziduurile cu lanturi laterale mai lungi (vezi Scheraga, Rev. Chimie
computationald. 11173-142 (1992)). Specialistul in domeniu va recunoaste cd proiectarea unui CAR poate
include linkeri care sunt total sau partial flexibili, astfel Incét linkerul poate include un linker flexibil
precum si una sau mai multe portiuni care conferd o structurd mai putin flexibild pentru a asigura o
structurd CAR doritd. Linkerii specifici includ linkerii (G4S)n, in care n=1-3, aga cum se aratd in SECV
ID NR: 95-97, precum si linkerul prezentat in SECV ID NR: 96.

Domeniul de legare al CAR poate fi urmat de un ,.distantier” sau ,balama”, care se referd la
regiunea care mutd domeniul de legare a antigenului departe de suprafata celulei efectoare pentru a
permite contactul adecvat celuld/celuld, legarea si activarea antigenului. (Patel si colab., Gene Therapy,
1999; 6: 412-419). Regiunea balama Intr-un CAR este In general intre transmembrand (TM) si domeniul
de legare. in anumite variante de realizare, o regiune balama este o regiune balama de imunoglobulind si
poate fi o regiune balama de imunoglobulind de tip silbatic sau o regiune balama de imunoglobulina de
tip sdlbatic modificatd. Alte regiuni balama exemplificative utilizate in CAR-urile descrise aici includ
regiunea balama derivatd din regiunile extracelulare ale proteinelor membranare de tip 1, cum ar fi
CDg8alfa, CD4, CD28 si CD7, care pot fi regiuni balama de tip salbatic din aceste molecule sau pot fi
modificate. Intr-o varianta de realizare, regiunea balama cuprinde o balama CD8alfa (SECV ID NR: 97).

Regiunea sau domeniul ,transmembranar” este portiunea CAR care ancoreazd portiunea de
legare extracelulard la membrana plasmatica a celulei efectoare imune si faciliteaza legarea domeniului de
legare la antigenul tintd. Domeniul transmembranar poate fi un domeniu transmembranar CD3zeta, cu
toate acestea, alte domenii transmembranare care pot fi folosite includ pe cele obtinute de la CD8alfa,
CD4, CD28, CD45, CDY, CD16, CD22, CD33, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 si CD154 . Intr-o
varianti de realizare, domeniul transmembranar este domeniul transmembranar al CD137. in unele
exemple de realizare, domeniul transmembranar cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 98. in
anumite variante de realizare, domeniul transmembranar este sintetic, caz in care ar cuprinde reziduuri
predominant hidrofobe, cum ar fi leucini si valina.

,2Domeniul de semnalizare intracelular” sau ,domeniul de semnalizare” se referd la partea
proteinei receptorului antigen himeric care participd la transducerea mesajului de legare eficientd a CAR
la un antigen tinta 1n interiorul celulei efectoare imune pentru a determina functia celulei efectoare, de ex.
, activarea, productia de citokine, proliferarea si activitatea citotoxicd, inclusiv eliberarea de factori
citotoxici catre celula tintd legatd de CAR sau alte raspunsuri celulare provocate cu legarea antigenului la
domeniul CAR extracelular. Termenul ,functie efector” se referd la o functie specializatd a celulei
Functia efector a celulei T, de exemplu, poate fi activitate citoliticd sau ajutor sau activitate incluzénd
secretia unei citokine. Astfel, termenii ,domeniu de semnalizare intracelular” sau ,domeniu de
semnalizare”, utilizati in mod interschimbabil aici, se referd la portiunea unei proteine care transduce
semnalul functiei efectoare si care directioneaza celula sd Indeplineascd o functie specializata.

fn timp ce de obicei intregul domeniu de semnalizare intracelular poate fi folosit, in multe cazuri
nu este necesar si se utilizeze intregul domeniu. In masura in care se utilizeazd o portiune trunchiati a
unui domeniu de semnalizare intracelular, o astfel de portiune trunchiati poate fi utilizatd in locul
intregului domeniu atita timp cat transduce semnalul functiei efectoare. Termenul domeniu de
semnalizare intracelular este menit si includd orice portiune trunchiatd a domeniului de semnalizare
intracelular suficientd pentru a transduce semnalul functiei efectoare. Domeniul de semnalizare
intracelular este, de asemenea, cunoscut ca ,,domeniu de transductie a semnalului” si este derivat in mod
obisnuit din portiuni ale lanturilor CD3 sau FcRy umane.

Se stie cd semnalele generate numai prin receptorul celulei T sunt insuficiente pentru activarea
completd a celulei T si cd este de asemenea necesar un semnal secundar sau costimulator. Astfel, se poate
spune cd activarea celulelor T este mediatd de doud clase distincte de secvente de semnalizare
citoplasmaticd: cele care initiazd activarea primard dependentd de antigen prin receptorul celulelor T
(secvente primare de semnalizare citoplasmaticd) si cele care actioneaza Intr-o manierd independentd de
antigen pentru a oferi o semnal secundar sau costimulator (secvente secundare de semnalizare
citoplasmaticd). Secventele de semnalizare citoplasmaticd care actioneazd Intr-o maniera costimulatoare
pot contine motive de semnalizare care sunt cunoscute ca motiv de activare pe bazd de tirozinad
imunoreceptor sau ITAM.

Exemple de ITAM care contin secvente de semnalizare citoplasmaticd primard care sunt de
utilizare speciald in inventie le includ pe cele derivate din TCRzeta, FcRgamma, FcRbeta, CD3gamma,
CD3delta, CD3epsilon, CDS5, CD22, CD79a, CD79 si CD66d. in inventie, domeniul de semnalizare
intracelular al CAR anti-BCMA al inventiei este derivat din CD3zeta. In unele exemple de realizare,
domeniul de semnalizare cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 100.
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Asa cum este utilizat aici, termenul "domeniu de semnalizare costimulator” sau "domeniu
costimulator”, se referd la portiunea CAR care cuprinde domeniul intracelular al unei molecule
costimulatoare. Moleculele costimulatoare sunt molecule de suprafatd celulard, altele decét receptorii de
antigen sau receptorii Fe, care furnizeazd un al doilea semnal necesar pentru activarea si functionarea
eficientd a limfocitelor T la legarea la antigen. Exemple de astfel de molecule co-stimulatoare includ
CD27, CD28, 4-1 BB (CD137), 0X40 (CD134), CD30, CD40, PD-1, ICOS (CD278), LFA-1, CD2, CD7,
LIGHT, NKD2C, B7-H2 si un ligand care leagd in mod specific CD83. In consecinta, in timp ce prezenta
dezviluire furnizeazd exemple de domenii costimulatoare derivate din CD3zeta g1 4-1 BB, alte domenii
costimulatoare sunt avute in vedere pentru utilizare cu CAR-urile descrise aici. Includerea unuia sau mai
multor domenii de semnalizare co-stimulatoare poate spori eficacitatea si expansiunea celulelor T care
exprimi receptorii CAR. Domeniile de semnalizare intracelulard si de semnalizare costimulatoare pot fi
legate in orice ordine in tandem la capatul carboxil terminal al domeniului transmembranar. in unele
realizéri, domeniul costimulator cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 99.

Desi s-a demonstrat c¢d CAR-urile bazate pe scFv concepute pentru a contine un domeniu de
semnalizare de la CD3 sau FcRgamma oferd un semnal puternic pentru activarea celulelor T si functia
efectord, ele nu sunt suficiente pentru a genera semnale care promoveazd supravietuirea si expansiunea
celulelor T In absenta unui semnal costimulator concomitent. Alte CAR-uri care contin un domeniu
obligatoriu, o balama, o transmembrand si domeniul de semnalizare derivat din CD3zeta sau FcRgamma
impreund cu unul sau mai multe domenii de semnalizare costimulatoare (de exemplu, domenii
costimulatoare intracelulare derivate din CD28, CD137, CD134 si CD278) pot directiona mai eficient
activitatea antitumorald, precum si secretia crescutd de citokine, activitatea liticd, supravietuirea si
proliferarea in celulele T care exprimd CAR in vitro si la modelele animale si la pacientii cu cancer
(Milone si colab., Molecular Therapy, 2009; 17: 1453-1464; Zhong si colab., Molecular Therapy, 2010;
18: 413-420; Carpenito si colab., PNAS, 2009; 106:3360-3365).

In diferite variante de realizare, CAR-urile BCMA ale inventiei cuprind (a) un scFv anti-BCMA
ca domeniu de legare (de exemplu, un scFv avand regiuni de legare (de exemplu, CDR-uri sau domenii
variabile) de la oricare sau mai multi anticorpi BCMA identificati In Tabelul 1) (b) o regiune balama
derivatd din CDS8alfa uman, (¢) un domeniu transmembranar CD8alfa uman si (d) un domeniu de
semnalizare intracelular al lantului zeta CD3 al receptorului de celule T umane (CD3) si, optional, unul
sau mai multe domenii de semnalizare costimulatoare , de exemplu, 4-1 BB. fntr-o varianti de realizare,
diferitele domenii proteice sunt aranjate de la capétul amino la capatul carboxil in urméitoarea ordine:
domeniul de legare, regiunea balama si domeniul transmembranar. Domeniul de semnalizare intracelular
si domeniile de semnalizare co-stimulatoare optionale sunt legate la capétul carboxi transmembranar in
orice ordine in tandem pentru a forma o polipeptidd himericd cu un singur lant. Intr-o varianta de
realizare, un construct de acid nucleic care codifici un BCMA CAR este o moleculd de acid nucleic
himeric care cuprinde o moleculd de acid nucleic care cuprinde diferite secvente de codificare, de
exemplu, (5° pana la 3”) secventele de codificare ale unui scFv uman anti-BCMA, un balama CD8alfa
umand, un domeniu transmembranar CD8alfa uman si un domeniu de semnalizare intracelular CD3zeta.
Tntr-o altd varianta de realizare, un construct de acid nucleic care codifici un BCMA CAR este o
moleculd de acid nucleic himeric care cuprinde o moleculd de acid nucleic care cuprinde diferite secvente
de codificare, de exemplu, (5° pand la 3”) secventele de codificare ale unui scFv uman anti-BCMA, un
balama CD8alfa umané, un domeniu transmembranar CD8alfa uman, un domeniu co-stimulator 4-1 BB si
un domeniu co-stimulator CD3zeta.

fn anumite variante de realizare, polinucleotida care codifici CAR descrisa aici este inserata intr-
un vector. Vectorul este un vehicul in care o polinucleotidd care codificd o proteind poate fi inseratd
covalent astfel incét sd producd expresia acelei proteine si/sau donarea polinucleotidei. Astfel de vectori
pot fi denumiti, de asemenea, ca "vectori de expresie". Polinucleotida izolatd poate fi inseratd intr-un
vector utilizand orice metode adecvate cunoscute in domeniu, de exemplu, fard limitare, vectorul poate fi
digerat utilizdnd enzime de restrictie adecvate si apoi poate fi ligat cu polinucleotida izolatd avand capete
de restrictie potrivite. Vectorii de expresie au capacitatea de a Incorpora si exprima secvente de acid
nucleic heterologe sau modificate care codificd cel putin o parte dintr-un produs genic capabil sa fie
transcris intr-o celuld. In cele mai multe cazuri, moleculele de ARN sunt apoi traduse intr-o proteina.
Vectorii de expresie pot contine o varietate de secvente de control, care se referd la secvente de acid
nucleic necesare pentru transcrierea si eventual traducerea unei secvente de codificare legate operativ intr-
un anumit organism gazda. In plus fatd de secventele de control care guverneaza transcriptia si translatia,
vectorii si vectorii de expresie pot contine secvente de acid nucleic care servesc si alte functii si sunt
discutate mai jos. Un vector de expresie poate cuprinde elemente suplimentare, de exemplu, vectorul de
expresie poate avea doud sisteme de replicare, permitdndu-i astfel s fie mentinut in doud organisme, de
exemplu in celule umane pentru exprimare si intr-o gazda procariotd pentru donare si amplificare.
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Vectorul de expresie poate avea elementele de reglare necesare 5' in amonte si 3' in aval, cum ar
fi secventele promotoare cum ar fi promotorii CMV, PGK si EF1 alfa, recunoasterea ribozomilor si caseta
TATA de legare si secventa de terminare a transcriptiei 3' UTR AAUAAA pentru transcrierea eficientd a
genei si translatie in celula gazdd respectivd. Alti promotori adecvati includ promotorul constitutiv al
virusului simian 40 (SV40) promotor timpuriu, virusul tumorii mamare la soarece (MMTV), promotorul
HIV LTR, promotorul MoMuLV, promotorul virusului leucemiei aviare, promotorul precoce imediat
EBYV si promotorul virusului sarcomului rous. Pot fi utilizati, de asemenea, promotori ai genei umane,
incluzand, dar fard a se limita la, promotorul de actind, promotorul miozinei, promotorul hemoglobinei si
promotorul creatin kinazei. in anumite variante de realizare, promotorii inductibili sunt de asemenea
considerati ca parte a vectorilor care exprimd receptorul de antigen himeric. Aceasta oferd un comutator
molecular capabil sd activeze expresia secventei de polinucleotide de interes sau sd opreascd expresia.
Exemple de promotori inductibili includ, dar nu se limiteazd la un promotor de metalotionind, un
promotor de glucocorticoid, un promotor de progesteron sau un promotor de tetraciclini.

Vectorul de expresie poate avea o secventd suplimentard, cum ar fi etichete 6x-histidind, c-Myc
si FLAG care sunt Incorporate in CAR-urile exprimate. Astfel, vectorul de expresie poate fi proiectat
pentru a contine secvente regulatoare netraduse 5° si 37 care uneori pot functiona ca secvente
amplificatoare, regiuni promotoare si/sau secvente terminatoare care pot facilita sau Imbunétati
transcriptia eficientd a acidului (acizilor) nucleic de interes transportat. pe vectorul de expresie. Un vector
de expresie poate fi, de asemenea, proiectat pentru replicare si/sau functionalitate de expresie (de
exemplu, transcriptie si translatie) Intr-un anumit tip de celuld, locatie celulard sau tip de tesut. Vectorii de
expresie pot include un marker selectabil pentru mentinerea vectorului in celula gazda sau receptor.

In diferite variante de realizare, vectorii sunt plasmide, secvente cu replicare autonoma si
elemente transpozabile. Vectori exemplificativi suplimentari includ, fard limitare, plasmide, fagemide,
cosmide, cromozomi artificiali, cum ar fi cromozomul artificial de drojdie (YAC), cromozomul artificial
bacterian (BAC) sau cromozomul artificial derivat din P1 (PAC), bacteriofagi precum fagul lambda sau
fagul M13. | si virusuri animale. Exemple de categorii de virusi animale utili ca vectori includ, fara
limitare, retrovirus (inclusiv lentivirus), adenovirus, virus adeno-asociat, herpesvirus (de exemplu, virus
herpes simplex), poxvirus, baculovirus, papilomavirus si papovavirus (de exemplu, SV40). Exemple de
vectori de expresie sunt vectori Lenti-X™ Bicistronic Expression System (Neo) (Clontrch), vectori
pClneo (Promega) pentru exprimare in celule de mamifere; pLenti4/VS5-DEST.TM., pLenti6/V5-
DEST.TM. si pLenti6.2N5-GW/lacZ (Invitrogen) pentru transferul genelor mediate de lentivirus si
expresia in celulele de mamifere. Secventele de codificare ale CAR-urilor dezviluite aici pot fi legate n
astfel de vectori de expresie pentru exprimarea proteinei himerice in celulele de mamifere.

In anumite variante de realizare, acizii nucleici care codifici CAR din prezenta inventie sunt
furnizati Intr-un vector viral. Un vector viral poate fi cel derivat din retrovirus, lentivirus sau virus
spumos. Asa cum este utilizat aici, termenul "vector viral" se referd la un construct de vector de acid
nucleic care include cel putin un element de origine virald si are capacitatea de a fi ambalat intr-o
particuld de vector viral. Vectorul viral poate contine secventa de codificare pentru diferitele proteine
himerice descrise aici in locul genelor virale neesentiale. Vectorul si/sau particula pot fi utilizate in scopul
transferului de ADN, ARN sau alti acizi nucleici in celule fie in vitro, fie in vivo. Numeroase forme de
vectori virali sunt cunoscute in domeniu.

fn anumite variante de realizare, vectorul viral care contine secventa de codificare pentru un
CAR descris aici este un vector retroviral sau un vector lentiviral. Termenul "vector retroviral” se refera
la un vector care contine elemente genetice structurale si functionale care sunt derivate in principal dintr-
un retrovirus. Termenul "vector lentiviral” se referd la un vector care contine elemente genetice
structurale si functionale din afara LTR-urilor care sunt derivate in principal dintr-un lentivirus.

Vectorii retrovirali pentru utilizare aici pot fi derivati de la orice retrovirus cunoscut (de
exemplu, retrovirusuri de tip ¢, cum ar fi virusul sarcomului murin Moloney (MoMSV), virusul
sarcomului murin Harvey (HaMuSV), virusul tumorii mamare murine (MuMTYV), virusul leucemiei
maimutelor gibbon. (GalL V), virusul leucemiei feline (FLV), virusul spuma, Friend, virusul celulelor stem
murine (MSCV) si virusul sarcomului Rous (RSV)). Retrovirusii” conform inventiei includ, de asemenea,
virusi de leucemie cu celule T umane, HTL V-1 st HTLV-2, si familia lentivirald de retrovirusuri, cum ar
fi virusurile imunodeficientei umane, HIV-1, HIV-2, virusul imunodeficientei simiane (SIV), feline.
virusul imunodeficientei (FIV), virusul imnodeficientei ecvine (EIV) si alte clase de retrovirusuri.

Un vector lentiviral pentru utilizare aici se referd la un vector derivat dintr-un lentivirus, un grup
(sau gen) de retrovirusuri care dau nastere la o boald cu dezvoltare lentd. Virusii inclusi In acest grup
includ HIV (virusul imunodeficientei umane; inclusiv HIV tip 1 si HIV tip 2); visna-maedi; un virus al
artritei-encefalitei caprine; virusul anemiei infectioase ecvine; virusul imunodeficientei feline (FIV);
virusul imunodeficientei bovine (BIV);, si virusul imunodeficientei simiane (SIV). Prepararea
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lentivirusului recombinant poate fi realizatd utilizind metodele conform Iui Dull si colab. si Zufferey si
colab. ( Dull si colab., J. Virol., 1998; 72: 8463-8471 si Zufferey si colab., J. Virol. 1998; 72:9873- 9880).

Vectorii retrovirali (adicd atat lentivirali, cat si non-lentivirale) pentru utilizare In prezenta
inventie pot fi formati folosind tehnici standard de donare prin combinarea secventelor ADN dorite In
ordinea si orientarea descrise aici (Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F. M. si colab. (eds.)
Greene Publishing Associates, (1989), Sectiunile 9.10-9.14 si alte manuale standard de laborator; Eglitis
si colab. (1985) Science 230:1395-1398; Danos st Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-
6464, Wilson si colab. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 85:3014-3018; Armentano si colab. (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6141-6145; Huber si colab. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-
8043; Ferry si colab. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8377-8381; Chowdhury et al. (1991) Science
254:1802-1805; van Beusechem et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 89:7640-7644; Kay si colab. (
1992) Human Gene Therapy 3:641-647; Dai si colab. ( 1992) Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 89:10892-
10895; Hwu si colab. (1993) J. Immunol 150:4104-4115; Brevetul S.U.A. Nr. 4.868.116; Brevetul S.U.A.
Nr. 4.980.286; Cererca PCT WO 89/07136; Cererca PCT WO 89/02468; PCT Cererea WO 89/05345; si
cererea PCT WO 92/07573).

Sursele adecvate pentru obtinerea de secvente retrovirale (adicd atdt lentivirale, céat si non-
lentivirale) pentru utilizare in formarea vectorilor includ, de exemplu, ARN genomic si ADNc disponibile
din surse disponibile comercial, incluzand Colectia de Culturd de Tip (ATCC), Rockville, Md. Secventele
pot fi de asemenea sintetizate chimic.

Pentru exprimarea unui BCMA CAR, vectorul poate fi introdus intr-o celuld gazdi pentru a
permite exprimarea polipeptidei In celula gazdad. Vectorii de expresie pot contine o varietate de elemente
pentru controlul expresiei, incluzand, fard limitare, secvente de promotor, secvente de inifiere a
transcriptiei, secvente amplificatoare, markeri selectabili si secvente semnal. Aceste elemente pot fi
selectate dupd cum este adecvat de cétre o persoand cu calificare obisnuitd In domeniu, asa cum este
descris mai sus. De exemplu, secventele de promotor pot fi selectate pentru a promova transcriptia
polinucleotidei in vector. Secventele de promotor adecvate includ, fard limitare, promotorul T7,
promotorul T3, promotorul SP6, promotorul beta-actind, promotorul EFla, promotorul CMV si
promotorul SV40. Secventele amplificatoare pot fi selectate pentru a spori transcriptia polinucleotidei.
Markerii selectabili pot fi selectati pentru a permite selectia celulelor gazda inserate cu vectorul dintre
cele care nu sunt, de exemplu, markerii selectabili pot fi gene care conferd rezistentd la antibiotice.
Secventele semnal pot fi selectate pentru a permite polipeptidei exprimate si fie transportatd In afara
celulei gazda.

Pentru clonarea polinucleotidei, vectorul poate fi introdus intr-o celuld gazdd (o celuld gazda
izolatd) pentru a permite replicarea vectorului insusi si astfel amplifica copiile polinucleotidei continute in
acesta. Vectorii de clonare pot contine componente de secventd includ in general, fard limitare, o origine a
replicdrii, secvente promotor, secvente de inifiere a transcriptiei, secvente amplificatoare si markeri
selectabili. Aceste elemente pot fi selectate dupé caz de citre o persoand de specialitate in domeniu. De
exemplu, originea replicdrii poate fi selectata pentru a promova replicarea autonomd a vectorului in celula
gazda.

fn anumite exemple de realizare, prezenta inventie furnizeaza celule gazda izolate care contin
vectorii furnizati aici. Celulele gazdd care contin vectorul pot fi utile in exprimarea sau clonarea
polinucleotidei continute in vector. Celulele gazda adecvate pot include, fard limitare, celule procariote,
celule fungice, celule de drojdie sau celule eucariote superioare, cum ar fi celulele de mamifere. Celulele
procariote adecvate pentru acest scop includ, fara limitare, eubacterii, cum ar fi organisme Gram negative
sau Gram pozitive, de exemplu, Enterobactehaceae cum ar fi Escherichia, de exemplu, E. coli,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, de exemplu, Salmonella typhimurium, Serratia,
de exemplu, Serratia marcescans si Shigella, precum si Bacili precum B. subtilis si B. licheniformis,
Pseudomonas cum ar fi P. aeruginosa si Streptomyces.

CAR-urile prezentei inventii sunt introduse intr-o celuld gazda utilizdnd tehnici de transfectie
si/sau transductie cunoscute in domeniu. Asa cum sunt utilizati aici, termenii ,transfectie” si,
"transductie”, se referd la procesele prin care o secventd exogend de acid nucleic este introdusi intr-o
celuld gazdd. Acidul nucleic poate fi integrat in ADN-ul celulei gazdd sau poate fi mentinut
extracromozomial. Acidul nucleic poate fi mentinut tranzitoriu sau poate fi stabil introducere. Transfectia
poate fi realizatd printr-o varietate de mijloace cunoscute in domeniu, incluzind, dar fara a se limita la,
co-precipitarea fosfat de calciu-ADN, transfectia mediatd de DEAE-dextran, transfectia mediatd de
polibrend, electroporarea, microinjectia, fuziunea lipozomilor, lipofectia, fuziunea protoplastului, infectie
retrovirala si biolisticd. Transductia se referd la livrarea unei gene (gene) folosind un vector viral sau
retroviral prin intermediul infectiei virale mai degraba decat prin transfectie. In anumite variante de
realizare, vectorii retrovirali sunt transdusi prin ambalarea vectorilor In virioni Tnainte de contactul cu o
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celuld. De exemplu, un acid nucleic care codificd un BCMA CAR purtat de un vector retroviral poate fi
transdus Intr-o celuld prin infectie si integrare pro virus.

Asa cum este utilizat aici, termenul "modificat genetic" sau "modificat genetic" se referd la
addugarea de material genetic suplimentar sub forma de ADN sau ARN in materialul genetic total dintr-o
celuld. Sunt utilizati interschimbabil termenii ,.celule modificate genetic”, ,.celule modificate” si ,.celule
redirectionate”.

fn special, CAR din prezenta inventie este introdusi si exprimati in celule efectoare imune astfel
incdt sd le redirectioneze specificitatea citre un antigen tintd de interes, de exemplu, o plasmoceluld
malignd, de ex. mielom multiplu.

Prezenta inventie furnizeazd metode de producere a celulelor efectoare imune care exprima CAR
al inventiei. Intr-o variantd de realizare, metoda cuprinde transfectarea sau transducerea celulelor
efectoare imune izolate de la un subiect, cum ar fi un subiect care are o celuld tumorald care exprimi
BCMA, astfel incét celulele efectoare imune sa exprime unul sau mai multe CAR al inventiei. In anumite
variante de realizare, celulele efectoare imune sunt izolate de la un individ $1 modificate genetic fara
manipulare suplimentard in vitro. Astfel de celule pot fi apoi readministrate direct individului. in alte
variante de realizare, celulele efectoare imune sunt mai Intai activate si stimulate sd prolifereze in vitro
inainte de a fi modificate genetic pentru a exprima un CAR. In aceasti privinta, celulele efectoare imune
pot fi cultivate inainte sau dupd ce au fost modificate genetic (adicd transduse sau transfectate pentru a
exprima un CAR al inventiei).

Inainte de manipularea in vitro sau modificarea genetica a celulelor efectoare imune descrise
aici, sursa de celule poate fi obtinutd de la un subiect. in special, celulele efectoare imune pentru utilizare
cu CAR-urile descrise aici cuprind celule T. Celulele T pot fi obtinute dintr-o serie de surse, inclusiv
celule mononucleare din singele periferic, maduvd osoasd, tesut ganglionilor limfatici, sdnge din
cordonul ombilical, problema timusului, tesut dintr-un loc de infectie, ascitd, revarsat pleural, tesut splinei
si tumori. In anumite exemple de realizare, celula T poate fi obtinutd dintr-o unitate de singe colectatd de
la subiect utilizdnd orice numir de tehnici cunoscute persoanei de specialitate, cum ar fi separarea
FICOLL. Intr-o varianta de realizare, celulele din séngele circulant al unui individ sunt obtinute prin
aferezd. Produsul de aferezi contine In mod obisnuit limfocite, inclusiv celule T, monocite, granulocite,
celule B, alte globule albe nucleate, globule rosii si trombocite. Intr-o variantd de realizare, celulele
colectate prin afereza pot fi spilate pentru a indeparta fractia de plasma si pentru a plasa celulele intr-un
tampon sau mediu adecvat pentru procesarea ulterioara. Intr-o varianta de realizare a inventiei, celulele
sunt spalate cu PBS. Intr-o variantd de realizare alternativa, solutia spalata are lipsa de calciu si poate
avea lipsd de magneziu sau poate lipsi multi, dacd nu toti, cationi divalenti. Dupd cum ar fi apreciat de
cétre cei cu calificare obignuitd in domeniu, o etapi de spélare poate fi realizatd prin metode cunoscute de
cei din domeniu, cum ar fi prin utilizarea unei centrifuge semiautomatizate. Dupa spilare, celulele pot fi
resuspendate Intr-o varietate de solutii tampon biocompatibile sau alta solutie salind cu sau fara tampon.
fn anumite exemple de realizare, componentele nedorite ale probei de afereza pot fi indepartate in mediul
de culturd resuspendat direct in celula.

fn anumite variante de realizare, celulele T sunt izolate din celulele mononucleare din singele
periferic (PBMC) prin lizarea celulelor rosii din singe si epuizarea monocitelor, de exemplu, prin
centrifugare printr-un gradient PERCOLL™. O subpopulatie specifica de celule T, cum ar fi celulele T
CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+ si CD45RO+, poate fi izolatd suplimentar prin tehnici de selectie
pozitive sau negative. De exemplu, Imbogatirea unei populatii de celule T prin selectie negativd poate fi
realizat cu o combinatie de anticorpi directionati citre markeri de suprafatd unici pentru celulele selectate
negativ. O metodd de utilizare aici este sortarea si/sau selectia celulelor prin imunoaderentd magnetica
negativd sau citometrie in flux care utilizeazd un cocktail de anticorpi monoclonali directionati cétre
markerii de suprafatd celulard prezenti pe celulele selectate negativ. De exemplu, pentru a Imbogiti
celulele CD4+ prin selectie negativd, un cocktail de anticorpi monoclonali include de obicei anticorpi la
CD14, CD20, CDl11b, CD16, HLA-DR si CD8. Citometria in flux si sortarea celulelor pot fi, de
asemenea, utilizate pentru a izola populatiile de celule de interes pentru utilizare In prezenta inventie.

PBMC-urile pot fi utilizate direct pentru modificarea geneticd cu CAR-urile folosind metodele
descrise aici. in anumite variante de realizare, dupd izolarea PBMC, limfocitele T sunt izolate in
continuare si in anumite realizari, atat limfocitele T citotoxice, cét si limfocitele T helper pot fi sortate in
subpopulatii de celule T naive, de memorie si efectoare fie inainte, fie dupd modificarea geneticd si/sau
expansiunea. Celulele CD8+ pot fi obtinute prin utilizarea metodelor standard. In unele variante de
realizare, celulele CD8+ sunt sortate in continuare in celule naive, de memorie centrald si efectoare prin
identificarea antigenelor de suprafatd celulara care sunt asociate cu fiecare dintre acele tipuri de celule
CD8+. in exemple de realizare, celulele T de memorie sunt prezente atdt in subseturile CD62L+ cat si In
subseturile CD62L ale limfocitelor din singele periferic CD8+. PBMC sunt sortate in fractii CD62L -
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CD8+ si CD62L+CD8+ dupia colorare cu anticorpi anti-CDS8 i anti-CD62L. In unele realiziri, expresia
markerilor fenotipici ai TCM memoriei centrale includ CD45RO, CD62L, CCR7, CD28, CD3 si CD127
si sunt negative pentru granzima B. In unele realiziri, celulele T de memorie centrald sunt celule T
CD45RO+, CD62L+, CD8+. In unele realiziri, celulele T efectoare sunt negative pentru CD62L, CCR7,
CD28 si CD127 si pozitive pentru granzima B si perforina. In unele realizéri, limfocitele T CD8+ naive
sunt caracterizate prin exprimarea markerilor fenotipici ai celulelor T naive incluzdnd CD62L, CCRY7,
CD28, CD3, CD 127 si CD45RA.

fn anumite realizari, celulele T CD4+ sunt sortate in continuare in subpopulatii. De exemplu,
celulele CD4+ T helper pot fi sortate in celule naive, de memorie centrald si efectoare prin identificarea
populatiilor de celule care au antigeni de suprafati celulard. Limfocitele CD4+ pot fi obtinute prin metode
standard. Tn unele realiziri, limfocitele T CD4+ naive sunt CD45RO-, CD45RA+, Celuld T
CD62L+CD4+. In unele variante de realizare, celulele CD4+ de memorie centrald sunt pozitive pentru
CD62L si pozitive pentru CD45RO. 1n unele realizéri, celulele efectoare CD4+ sunt CD62L i CD45RO
negative.

Celulele efectoare imune, cum ar fi celulele T, pot fi modificate genetic dupa izolare folosind
metode cunoscute, sau celulele efectoare imune pot fi activate si extinse (sau diferentiate in cazul
progenitorilor) in vitro inainte de a fi modificate genetic. Intr-o altd varianta de realizare, celulele
efectoare imune, cum ar fi celulele T, sunt modificate genetic cu receptorii de antigen himeric descrisi
aici (de exemplu, transdusi cu un vector viral care cuprinde un acid nucleic care codificd un CAR) si apoi
sunt activate si extinse in vitro. Metodele pentru activarea si extinderea celulelor T sunt cunoscute in
domeniu si sunt descrise, de exemplu, in brevetul U.S. Nr. 6,905,874; Brevetul US Nr. 6,867,041,
Brevetul US Nr. 6,797,514, W02012079000. In general, astfel de metode includ punerea in contact a
PBMC sau a celulelor T izolate cu un agent stimulator si un agent costimulator, cum ar fi anticorpi anti-
CD3 si anti-CD28, in general atasati la o perld sau la altd suprafatd, intr-un mediu de culturd cu citokine
adecvate, cum ar fi IL. -2. Anticorpii anti-CD3 si anti-CD28 atasati la aceeasi granuld servesc ca o celula
prezentatoare de antigen ,surogat” (APC). in alte variante de realizare, celulele T pot fi activate si
stimulate sa prolifereze cu celule alimentatoare si cu anticorpi si citokine adecvati utilizdnd metode
precum cele descrise in brevetul U.S. Nr. 6,040,177; Brevetul US Nr. 5,827,642; st W02012129514.

Inventia furnizeazd o populatie de celule efectoare imune modificate pentru tratamentul unui
pacient care are o malignitate cauzatd de o tumord care exprimd BCMA, de exemplu, mielom multiplu,
celulele efectoare imune modificate cuprinzand un CAR BCMA al inventiei.

Celulele efectoare imune care exprimd CAR preparate asa cum este descris aici pot fi utilizate in
metode si compozitii pentru imunoterapie adoptivd in conformitate cu tehnici cunoscute, sau variatii ale
acestora care vor fi evidente pentru cei de specialitate in domeniu pe baza prezentei dezviluiri. A se
vedea, de exemplu, Publicatia cererii de brevet US nr. 2003/0170238 pentru Gruenberg si colab; vezi, de
asemenea, brevetul U.S. 4,690,915 al lui Rosenberg.

in unele exemple de realizare, celulele sunt formulate prin recoltarea lor din mediul lor de
culturd, apoi spilarea si concentrarea celulelor intr-un mediu §i un sistem container adecvat pentru
administrare (un purtitor ,,acceptabil farmaceutic”) Intr-o cantitate eficientd pentru tratament. Mediul de
perfuzie adecvat poate fi orice formulare de mediu izotonic, In mod obisnuit ser fiziologic normal,
Normosol R (Abbott) sau Plasma-Lyte A (Baxter), dar poate fi utilizata si 5% dextrozd in apd sau lactat
Ringer. Mediul de perfuzie poate fi suplimentat cu albumini sericd umana.

O cantitate eficientd de celule din compozitie este de cel putin 2 celule (de exemplu, cel putin 1
celuld T CD8+ cu memorie centrald si cel putin 1 subset de celule T helper CD4+) sau este mai de obicei
mai mare de 10? celule si pand la 10° pana la si include 108 sau 10° celule §i poate fi mai mult de 1010
celule. Numdrul de celule va depinde de utilizarea finala pentru care este destinatd compozitia, la fel ca si
tipul de celule incluse In aceasta.

Celulele pot fi autologe sau heterologe pentru pacientul supus terapiei. Dacd se doreste,
tratamentul poate include, de asemenea, administrarea de mitogeni (de exemplu, PHA) sau limfokine,
citokine si/sau chemokine (de exemplu, IFN-g, IL-2, IL-12, TNF-a, IL-18 si TNF-$, GM-CSF, IL-4, IL-
13, Fit3-L, RANTES, MIP1a, etc.) asa cum este descris aici pentru a imbunitati inducerea raspunsului
imun.

Populatiile de celule efectoare imune care exprimd CAR ale prezentei inventii pot fi administrate
fie singure, fie ca compozitie farmaceuticd in combinatie cu diluanti si/sau cu alte componente cum ar fi
IL-2 sau alte citokine sau populatii celulare. Pe scurt, compozitiile farmaceutice ale prezentei inventii pot
cuprinde o populatie de celule efectoare imune care exprimd CAR, cum ar fi celulele T, al inventei, in
combinatie cu unul sau mai mul{i purtdtori, diluanti sau excipienti acceptabili farmaceutic sau fiziologic.
Astfel de compozitii pot cuprinde solutii tampon cum ar fi solutie salind tamponatd neutra, solutie salinad
tamponatd cu fosfat §i altele asemenea; carbohidrati cum ar fi glucozad, manoza, zaharoza sau dextrani,
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manitol; proteine; polipeptide sau aminoacizi cum ar fi glicina; antioxidanti; agenti de chelare cum ar fi
EDTA sau glutation; adjuvanti (de exemplu, hidroxid de aluminiu); si conservanti. Compozitiile prezentei
inventii sunt de preferintd formulate pentru administrare intravenoasa.

Raspunsul imun antitumoral indus la un subiect prin administrarea celulelor T care exprimd CAR
descrise aici folosind metodele descrise aici, sau alte metode cunoscute in domeniu, poate include
rdspunsuri imune celulare mediate de celule T citotoxice capabile sd omoare celulele infectate, T
reglatoare. celulele si rdaspunsurile celulelor T helper. Raspunsurile imune umorale, mediate in primul
rand de celulele T helper capabile sd activeze celulele B, conducénd astfel la producerea de anticorpi, pot
fi, de asemenea, induse. O varietate de tehnici pot fi utilizate pentru analiza tipului de raspunsuri imune
induse de compozitiile din prezenta inventie, care sunt bine descrise in domeniu; de exemplu, Current
Protocols in Immunology, editat de: John E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, David H. Margulies, Ethan M.
Shevach, Warren Strober (2001) John Wiley & Sons, NY, N.Y.

Astfel, prezenta inventie furnizeazd metode de tratare a unui individ diagnosticat cu sau
suspectat de a avea sau de risc de a dezvolta o malignitate hematopoietica caracterizatd partial prin
acumularea anormald de celule plasmatice producatoare de imunoglobuline in maduva osoasd, cum ar fi
in mielomul multiplu. , cuprinzdnd administrarea individului a unei cantitdti eficiente terapeutic din
celulele efectoare imune care exprimd CAR.

Intr-o variantd de realizare, inventia se referd la un receptor al antigenului himeric al inventiei
pentru utilizare intr-o metodd de tratare a unui subiect diagnosticat cu un cancer care exprimd BCMA
cuprinzand indepartarea celulelor efectoare imune de la un subiect diagnosticat cu un cancer care exprimi
BCMA, modificarea genetica a respectivelor celule efectoare imune cu un vector care cuprinde un acid
nucleic care codificd un receptor de antigen himeric al prezentei inventii, producand astfel o populatie de
celule efectoare imune modificate §i administrdnd populatia de celule efectoare imune modificate
aceluiasi subiect. Intr-o varianta de realizare, celulele efectoare imune cuprind celule T.

Metodele de administrare a compozitiilor celulare descrise aici includ orice metodd care este
eficientd pentru a avea ca rezultat reintroducerea celulelor efectoare imune modificate genetic ex vivo
care fie exprimd direct un CAR al inventiei la subiect, fie la reintroducerea progenitorilor modificati
genetic ai efectorului imun. celule care la introducerea intr-un subiect se diferentiazd in celule efectoare
imune mature care exprimd CAR. O metodd cuprinde transducerea celulelor T din séngele periferic ex
vivo cu un construct de acid nucleic In conformitate cu inventia si returnarea celulelor transduse in
subiect.

Proprietati de legare ale receptorilor de antigen himeric si anticorpilor corespunzatori

Asa cum este utilizat aici, termenul "legare" in contextul legdrii unui receptor de antigen himeric
sau a unui anticorp corespunzitor la oricare, de exemplu, un antigen predeterminat, cum ar fi o proteind
de suprafatd celulard sau un fragment al acesteia, se referd in mod obisnuit la o interactiune sau asociere.
intre cel putin doud entitdti sau structuri moleculare, cum ar fi o interactiune a domeniului de legare a
antigenului.

De exemplu, afinitatea de legare corespunde in mod obisnuit unei valori KD de aproximativ
107M sau mai putin, cum ar fi aproximativ 10-8M sau mai putin, cum ar fi aproximativ 10-9M sau mai
putin atunci cdnd este determinatd, de exemplu, de tehnologia rezonantei plasmonilor de suprafatd (SPR)
intr-un BIAcore 3000 care utilizeaza antigenul ca ligand si anticorpul sau receptorul de antigen himeric ca
analit (sau antiligand). Strategiile de legare pe bazd de celule, cum ar fi testele de legare de sortare a
celulelor activate cu fluorescent (FACS), sunt de asemenea utilizate in mod obisnuit, iar datele FACS se
coreleazd bine cu alte metode, cum ar fi legarea competitiei radioligand si SPR (Benedict, CA, J Immunol
Methods). 1997, 201(2):223-31; Geuijen, CA, et al. ] Immunol Methods. 2005, 302(1-2):68-77).

fn consecintd, un receptor de antigen himeric sau un anticorp corespunzitor al inventiei se leagi
la antigenul predeterminat sau la molecula de suprafatd celulard (receptor) avind o afinitate
corespunzitoare unei valori Kp care este de cel putin zece ori mai mica decét afinitatea sa pentru legarea
la un antigen nespecific. (de exemplu, BSA, cazeind). Conform prezentei inventii, afinitatea unui receptor
de antigen himeric sau a unui anticorp corespunzétor cu o valoare Kp care este egald cu sau mai mici de
zece ori mai micd decit un antigen nespecific poate fi consideratd legare nedetectabila.

Termenul "Kp" (M) se referd la constanta de echilibru de disociere a unei interactiuni particulare
cu domeniul de legare a antigenului sau constanta de echilibru de disociere a unui anticorp corespunzator
la un antigen. Existd o relatie inversd intre Kp si afinitatea de legare, prin urmare, cu cat valoarea Kp este
mai micd, cu atit este mai mare, adicd mai puternica, afinitatea. Astfel, termenii ,.afinitate mai mare” sau
.afinitate mai puternicd” se referd la o capacitate mai mare de a forma o interactiune si, prin urmare, o
valoare Kp mai mici si, invers, termenii ,,afinitate mai scdzutd” sau ,.afinitate mai slabd” se referd la o
capacitate mai micd de a forma o interactiune. i prin urmare o valoare Kp mai mare. In unele
circumstante, o afinitate mai mare de legare (sau Kp) a unei anumite molecule (de exemplu, un receptor
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de antigen himeric sau un anticorp corespunzitor) la molecula sa partenerd interactivd (de exemplu,
antigenul X) In comparatie cu afinitatea de legare a moleculei (de exemplu, himeric). receptorul de
antigen sau anticorpul corespunzitor) la o altd moleculd partenerd interactivd (de exemplu, antigenul Y)
poate fi exprimat ca un raport de legare determinat prin impdrtirea valorii Kp mai mare (afinitate mai
micd sau mai slabd) la Kp mai micd (afinitate mai mare sau mai puternicd), de exemplu, exprimati ca
afinitate de legare de 5 ori sau de 10 ori mai mare, dupd caz.

Termenul "kq" (sec -1 sau 1/s) se referd la constanta vitezei de disociere a unui anumit domeniu
de legare a antigenului interactiunea domeniu:antigen sau la constanta vitezei de disociere a unui receptor
de antigen himeric sau a unui anticorp corespunzator. Valoarea mentionatd mai este denumita si valoarea
Kotr.

Termenul "k," (M-1 x sec-1 sau 1/M) se referd la constanta vitezei de asociere a unui anumit
domeniu de legare a antigenului interactiunca domeniu:antigen sau constanta vitezei de asociere a unui
receptor de antigen himeric sau a unui anticorp corespunzitor.

Termenul "KAo" (M-1 sau 1/M) se referd la constanta de echilibru de asociere a unui anumit
domeniu de legare antigen:interactiunea antigen sau constanta de echilibru de asociere a unui receptor de
antigen himeric sau a unui anticorp corespunzator. Constanta de echilibru de asociere se obtine prin
impartirea k, 1a kq.

Termenul ,,EC50” sau ,,ECso” se referd la jumétatea concentratiei efective maxime, care include
concentratia unui receptor de antigen himeric care induce un raspuns la jumdtatea distantei dintre valoarea
de bazd si maxima dupd un timp de expunere specificat. ECso reprezintd in esentd concentratia unui
receptor de antigen himeric unde se observa 50% din efectul sdu maxim. In anumite exemple de realizare,
valoarea ECso este egald cu concentratia unui receptor himeric de antigen sau a unui anticorp
corespunzitor conform inventiei care da legare jumatate maxima la celulele care exprimd un antigen (de
exemplu, un antigen asociat tumorii, cum ar fi BCMA), asa cum este determinat de de exemplu. un test de
legare FACS. Astfel, se observd o legare redusd sau mai slabd cu o ECso crescutd sau jumditate din
valoarea concentratiei efective maxime.

Intr-o varianta de realizare, legare scizutd poate fi definitd ca un receptor de antigen himeric
ECs crescut sau o concentratie de anticorp corespunzitoare care permite legarea la jumatatea cantitatii
maxime de celule tinta.

Variante de secventa ale receptorilor de antigen himeric

Receptorii de antigen himeric sau prezenta prezenta dezviluire pot cuprinde una sau mai multe
substitutii de aminoacizi, insertii si/sau deletii in cadrul si/sau regiunile CDR ale domeniilor variabile ale
lantului greu si usor in comparatie cu secventele germinale corespunzitoare din care domeniile de legare
ale antigenului individual al anticorpilor corespunzatori au fost derivate. Astfel de mutatii pot fi constatate
cu usurintd prin compararea secventelor de aminoacizi dezviluite aici cu secventele liniei germinale
disponibile, de exemplu, din bazele de date publice de secvente de anticorpi. Receptorii de antigen
himeric ai prezentei inventii pot cuprinde domenii de legare la antigen care sunt derivate din oricare
dintre secventele de aminoacizi CDR sau regiuni variabile exemplificative descrise aici, in care unul sau
mai multi aminoacizi dintr-unul sau mai multe regiuni cadru si/sau regiuni CDR sunt mutante. la restul
(reziduurile) corespunzitoare din secventa de linie germinald din care a fost derivat anticorpul
corespunzitor sau la restul (reziduurile) corespunzitoare ale altei secvente de linie germinald umana sau
la o substitutie conservativa de aminoacizi a reziduurilor de linie germinald corespunzitoare (cum ar fi
modificdrile de secventd sunt denumite aici in mod colectiv ,,mutatii ale liniei germinale™). O persoand cu
calificare obisnuitd in domeniu, Incepdnd cu secventele de regiune variabild a lantului greu si usor
descrise aici, poate produce cu usurintd numerosi anticorpi care cuprind una sau mai multe mutatii
individuale ale liniei germinale sau combinatii ale acestora. In anumite variante de realizare, toate
resturile cadru si/sau CDR din domeniile Vg si/sau Vi sunt mutate Tnapoi la resturile gisite in secventa
originala a liniei germinale din care a fost derivat initial domeniul de legare a antigenului. In alte czuri,
numai anumite reziduuri sunt mutate inapoi la secventa originald a liniei germinale, de exemplu, numai
resturile mutante gésite in primii 8 aminoacizi ai FR1 sau In ultimii 8 aminoacizi ai FR4, sau numai
resturile mutante gésite in CDR1, CDR2 sau CDR3. Tn alte cazuri, unul sau mai multe dintre resturile
cadru si/sau CDR sunt mutate in restul (residuurile) corespunzatoare ale unei secvente de linie germinala
diferitd (adicd, o secventd de linie germinald care este diferitd de secventa de linie germinald din care
domeniul de legare antigenul a fost derivat initial). In plus, domeniile de legare la antigen pot contine
orice combinatie de doud sau mai multe mutatii ale liniei germinale 1n cadrul regiunilor cadru si/sau CDR,
de exemplu, in care anumite resturi individuale sunt mutate la restul corespunzitor al unei anumite
secvente de linie germinald, In timp ce anumite alte resturi care diferd de secventa originald a liniei
germinale sunt mentinute sau sunt mutate la reziduul corespunzitor al unei secvente de linie germinala
diferita.
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Caracteristicile biologice ale receptorilor de antigen himeric si anticorpilor corespunzatori

Prezenta dezviluire include receptori de antigen himeric cu domenii de legare la antigen derivate
din anticorpi care leagdi BCMA uman cu afinitate mare (de exemplu, valori Kp nanomolare sau
subnanomolare).

Conform anumitor variante de realizare, prezenta inventie include receptori de antigen himeric
cu domenii de legare la antigen derivate din anticorpi corespunzitori care leagdi BCMA uman (de
exemplu, la 25°C) cu un Kp mai mic de aproximativ 5 nM madsurat prin rezonanta plasmonului de
suprafatd. In anumite realizari, anticorpii corespunzitori leagi BCMA cu un Kp mai mic de aproximativ
20 nM, mai putin de aproximativ 10 nM, mai putin de aproximativ 8 nM, mai putin de aproximativ 7 nM,
mai putin de aproximativ 6 nM, mai putin de aproximativ 5 nM, mai putin de aproximativ 5 nM.
aproximativ 4 nM, mai putin de aproximativ 3 nM, mai putin de aproximativ 2 nM, mai putin de
aproximativ 1 nM, mai putin de aproximativ 800 pM, mai putin de aproximativ 700 pM, mai putin de
aproximativ 500 pM, mai putin de aproximativ 400 pM, mai putin de aproximativ 300 pM, mai putin de
aproximativ 200 pM, mai putin de aproximativ 100 pM, mai putin de aproximativ 50 pM sau mai putin de
aproximativ 25 pM, mésurat prin rezonanta plasmonului de suprafata.

Prezenta inventie include, de asemenea, receptori de antigen himeric cu domenii de legare la
antigen derivate din anticorpi corespunzétori care leagi BCMA cu un timp de injumaététire disociativ (t/%)
mai mare de aproximativ 10 minute sau mai mare de aproximativ 125 de minute, mésurat prin rezonanta
plasmonului de suprafatd la 25° C. In anumite exemple de realizare, anticorpii corespunzitori leaga
BCMA cu un t mai mare de aproximativ 3 minute, mai mare de aproximativ 4 minute, mai mare de
aproximativ 10 minute, mai mare de aproximativ 20 de minute, mai mare de aproximativ 30 de minute,
mai mare de aproximativ 40 de minute, mai mare. mai mult de aproximativ 50 de minute, mai mare de
aproximativ 60 de minute, mai mare de aproximativ 70 de minute, mai mare de aproximativ 80 de
minute, mai mare de aproximativ 90 de minute, mai mare de aproximativ 100 de minute, mai mare de
aproximativ 110 minute sau mai mare de aproximativ 120 de minute, dupd cum este mdsurat prin
rezonantd plasmonica de suprafatd la 25°C.

Prezenta dezviluire include, de asemenea, receptori de antigen himeric cu domenii de legare la
antigen derivate din anticorpi corespunzitori care se leagd In mod specific la liniile celulare umane care
exprimd BCMA endogen {de exemplu, NCI-H929, MOLP-8 sau OMP-2), asa cum este determinat de un
test de legare FACS.

Prezenta dezviluire include, de asemenea, celule modificate care exprimi receptori de antigen
himeric specificic BCMA care (i) sunt activati de celulele care exprimd BCMA si/sau (ii) prezintd
inhibarea cresterii tumorii la soarecii imunocompromisi purtitori de xenogrefe umane de mielom
multiplu.

Pregatirea domeniilor de legare a antigenului

Domeniile de legare la antigen ale receptorilor de antigen himeric din prezenta inventie, care
sunt specifice pentru antigene particulare (de exemplu, BCMA), pot fi preparate prin orice tehnologie de
generare a anticorpilor cunoscutd in domeniu. in anumite variante de realizare, una sau mai multe dintre
componentele individuale (de exemplu, lanturi grele si ugoare) ale anticorpilor corespunzétori inventiel
sunt derivate din anticorpi himeric, umanizati sau complet umani. Metodele pentru producerea unor astfel
de anticorpi sunt bine cunoscute in domeniu. De exemplu, unul sau mai multe dintre lanturile grele si/sau
usoare pot {1 preparate folosind tehnologia VELOCIMMUNE™. Folosind tehnologia
VELOCIMMUNE™ (sau orice altd tehnologie de generare a anticorpilor umani), anticorpii himeric de
mare afinitate la un anumit antigen (de exemplu, BCMA) sunt izolati initial avind o regiune variabild
umand si o regiune constantd de soarece. Anticorpii sunt caracterizati si selectati pentru caracteristicile
dorite, inclusiv afinitatea, selectivitatea, epitopul etc. Dupd cum s-a discutat aici, aceste regiuni variabile
umane (sau CDR-uri) pot fi apoi incorporate in domeniile de legare la antigen ale receptorilor de antigen
himeric.

Polinucleotide si Vectori

Prezenta inventie se referd, de asemenea, la polinucleotide si vectori care codifica receptorii de
antigen himeric discutati aici.

In diverse exemple de realizare, polinucleotida poate cuprinde o casetd de expresie sau un vector
de expresie (de exemplu, o plasmidad pentru introducerea intr-o celuld gazda bacteriand sau un vector
viral, cum ar fi un vector baculovirus pentru transfectia unei celule gazdad de insectd, sau o plasmida sau
un vector viral). cum ar fi un lentivirus pentru transfectia unei celule gazda de mamifer).

In diferite aspecte, polinucleotidele si/sau vectorii cuprind o moleculi de acid nucleic cuprinzénd
secventa de nucleotide din SECV ID NR: 81, SECV ID NR: 83, SECV ID NR: 85, SECV ID NR: 87 sau
SECV ID NR: 89. In diferite aspecte, polinucleotidele si/sau vectorii cuprind o secventd de nucleotide
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care codificd secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 84, SECV ID NR: 86, SECV ID
NR: 88 sau SECV ID NR: 90 . In diferite aspecte, polinucleotidele si/sau vectorii cuprind o secventd de
nucleotide care codificd secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 97, SECV ID NR: 98, SECV ID NR: 99
sau SECV ID NR: 100.

Metode de inginerie a celulelor imune care exprima receptorii de antigen himeric

Prezenta inventie cuprinde metode de preparare a celulelor imune pentru imunoterapie
cuprinzand introducerea, ex vivo, In astfel de celule imune a polinucleotidelor sau vectorilor care codifica
unul dintre receptorii de antigen himeric specificit BCMA descrisi aici.

Prezenta inventie cuprinde, de asemenea, celule imune cuprinzand un vector polinucleotidic sau
lentiviral care codifica unul dintre receptorii de antigen himeric specifici BCMA discutati aici. in unele
exemple de realizare, aceste celule imune sunt utilizate pentru imunoterapie (de exemplu, tratamentul
cancerului).

Prezenta inventie cuprinde, de asemenea, metode de modificare geneticd a celulelor imune
pentru a le face mai potrivite pentru transplantul alogen. Conform unui prim aspect, celula imund poate fi
facutd alogend, de exemplu, prin inactivarea a cel putin unei gene care exprimd una sau mai multe
componente ale receptorului celulei-T (TCR) asa cum este descris in WO 2013/176915, care poate fi
combinatd cu inactivarea unei gene care codificd sau regleaza expresia proteinei HLA sau f2hm. In
consecintd, riscul de sindrom de grefd versus gazdd si de respingere a grefei este semnificativ redus.
Conform unui alt aspect al inventiei, celulele imune pot fi manipulate in continuare pentru a le face mai
active sau pentru a limita epuizarea, prin inactivarea genelor care codifica proteine care actioneazi ca
puncte de control imune” care actioneaza ca regulatori ai activiarii celulelor T, cum ar fi PD1 sau CTLA-
4.

Celulele imune proiectate

Celulele imune cuprinzand un receptor de antigen himeric conform inventiei (sau celule imune
modificate) sunt un alt obiect al prezentei inventii. in unele cazuri, celula imuni este o celuld efector
imuni. Tn unele cazuri, celula imunitara este o celuld T. In unele cazuri, celula imuna este un limfocit T
selectat dintre un limfocit T inflamator, un limfocit T citotoxic, un limfocit T reglator sau un limfocit T
helper. In unele cazuri, celula imunitara este un limfocit T citotoxic CD8+.

fn unele exemple de realizare, celula imuna modificatd este o celuld T umana care cuprinde un
receptor de antigen himeric care cuprinde, de la capitul N-terminal la capatul C-terminal: (a) un domeniu
de legare a ligandului extracelular care cuprinde un domeniu de fragment variabil cu lant unic anti-
BCMA (scFv) cuprinzand o regiune variabild a lantului usor (LCVR) si o regiune variabild a lantului greu
(HCVR); (b) o balama; (¢) un domeniu transmembranar; si (d) un domeniu citoplasmatic care cuprinde un
domeniu costimulator si un domeniu de semnalizare.

fn unele realizari, domeniul scFv al celulei T umane modificate cuprinde o pereche de secvente
de aminoacizi LCVR/HCVR care cuprinde secventele de aminoacizi ale SECV ID NR: 10/2, 26/18,
42/34, 58/50 sau 74/66. In unele cazuri, balamaua cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 97. In
unele cazuri, domeniul transmembranar cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 98. In unele
cazuri, domeniul costimulator este un domeniu costimulator 4-1 BB. In unele cazuri, domeniul
costimulator 4-1 BB cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 99. In unele cazuri, domeniul de
semnalizare este un domeniu de semmalizare CD3zeta. in unele cazuri, domeniul de semnalizare CD3zeta
cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 100.

In diferite cazuri, celula T umani modificatd cuprinde un receptor de antigen himeric care
cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 84, SECV ID NR: 86, SECV ID NR:
88 sau SECV ID NR: 90 .

Bioechivalenti

Prezenta inventie cuprinde receptori de antigen himeric si celule modificate care exprima
receptorii de antigen himeric, care au secvente de aminoacizi care diferd de cele ale moleculelor
exemplificative descrise aici, dar care pastreazd capacitatea de a lega BCMA, de a activa celulele imune
care exprimd receptorii de antigen himeric in prezenta celulelor care exprimd BCMA sau suprimi
cresterea sau proliferarea celulelor tumorale care exprimd BCMA. Astfel de molecule variante pot
cuprinde una sau mai multe adaugiri, deletii sau substitutii de aminoacizi in comparatie cu secventa
parinte, dar prezintd activitate biologicd care este in esentd echivalenta cu cea a moleculelor bispecifice de
legare la antigen descrise.

De exemplu, doua celule imune modificate care exprimid un receptor de antigen himeric al
prezentei inventii sunt bioechivalente dacd nu existd diferente semnificative clinic in siguranta, puritatea
s1 potenta lor.

De exemplu, doud celule imune modificate sunt bioechivalente dacd un pacient poate fi schimbat
o datd sau de mai multe ori Intre produsul de referintd si produsul biologic fard o crestere asteptatd a
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riscului de efecte adverse, inclusiv o schimbare semnificativd clinic a imunogenitétii sau o eficacitate
redusi. , In comparatie cu terapia continuata fard o astfel de schimbare.

De exemplu, doud celule imune modificate sunt bioechivalente dacd ambele actioneazi printr-un
mecanism comun sau mecanisme de actiune pentru starea sau conditiile de utilizare, In mésura in care
astfel de mecanisme sunt cunoscute.

Bioechivalenta poate fi demonstratd prin metode in vive si in vitro. Mésurile de bioechivalentd
includ, de exemplu, (a) un test in vivo la cameni sau alte mamifere, in care concentratia celulei modificate
este masuratd In sange, plasmd, ser sau alt fluid biologic in functie de timp; (b) un test in vitro care a fost
corelat cu datele de biodisponibilitate umané in vivo si care previne in mod rezonabil pentru acestea; (c)
un test in vivo pe oameni sau alte mamifere in care efectul farmacologic acut adecvat al celulei modificate
(sau al tintei acesteia) este méasurat In functie de timp; si (d) intr-un studiu clinic bine controlat care
stabileste siguranta, eficacitatea sau biodisponibilitatea sau bioechivalenta unei celule modificate.

Variantele bioechivalente ale celulelor modificate exemplificative prezentate aici pot fi
construite, de exemplu, prin efectuarea diferitelor substitutii de resturi sau secvenie sau stergerea
resturilor sau secventelor terminale sau interne care nu sunt necesare pentru activitatea biologica.

Selectivitatea speciilor si reactivitatea incrucisata a speciilor

Conform anumitor aspecte, sunt furnizate domenii de legare la antigen care se leagd la BCMA
uman, dar nu la BCMA de la alte specii. Prezenta dezviluire include, de asemenea, domenii de legare la
antigen care se leagd la BCMA uman si la BCMA de la una sau mai multe specii non-umane.

Conform anumitor aspecte, sunt furnizate domenii de legare la antigen care se leagd la BCMA
uman si se pot lega sau nu, dupé caz, la unul sau mai multe dintre soarece, sobolan, cobai, hamster, gerbil,
porc, pisicd, cdine, iepure, caprd, oaie, vacd, cal, cdmild, cynomolgus, marmoset, rhesus sau cimpanzeu
BCMA.

Activarea si extinderea celulelor imune proiectate

Indiferent dacd inainte sau dupd modificarea geneticd a celulelor modificate (de exemplu,
celulele T), chiar daca celulele imune modificate genetic din prezenta inventie sunt activate si prolifercaza
independent de mecanismele de legare la antigen, celulele imune, in special celulele T din prezenta
inventie poat efi activatd si extinsd suplimentar, In general, utilizind metode descrise, de exemplu, In
brevetul U.S.or. 6,352,694; 6,534,055; 6,905,680; 6,692,964; 5,858,358; 6,887,466; 6,905,681;
7,144,575; 7,067,318; 7,172,869; 7,232,566; 7,175,843; 5,883,223; 6,905,874; 6,797,514, 6,867,041, si
Publicarea cererii de brevet SUA nr. 20060121005. Celulele T pot fi extinse in vitro sau in vivo.

fn general, celulele T conform inventiei sunt extinse prin contactul cu un agent care stimuleaza
un complex CD3 TCR si o moleculd de costimulare pe suprafata celulelor T pentru a crea un semnal de
activare pentru celula T. De exemplu, substante chimice precum ionoforul de calciu A23187, 12-
miristatul 13-acetat de forbol (PMA) sau lectinele mitogenice precum fitohemaglutinina (PHA) pot fi
utilizate pentru a crea un semnal de activare pentru celula T.

Ca exemple nelimitative, populatiile de celule T pot fi stimulate in vitro, cum ar fi prin contact
cu un anticorp anti-CD3 sau cu un fragment de legare la antigen al acestuia sau cu un anticorp anti-CD2
imobilizat pe o suprafatd sau prin contact cu un activator al proteinei kinazei C (de exemplu, briostatind)
in combinatie cu un ionofor de calciu. Pentru costimularea unei molecule accesorii de pe suprafata
celulelor T, se foloseste un ligand care leagd molecula accesorie. De exemplu, o populatie de celule T
poate fi contactatd cu un anticorp anti-CD3 si un anticorp anti-CD28, In conditii adecvate pentru
stimularea proliferarii celulelor T. Conditiile adecvate pentru cultura de celule T includ un mediu adecvat
(de exemplu, Minimal Essential Media sau RPMI Media 1640 sau, X-vivo 5, (Lonza)) care poate contine
factori necesari pentru proliferare si viabilitate, inclusiv ser (de exemplu, fetal bovin sau uman). ser),
interleukina-2 (IL-2), insulind, IFN-g, 1 L-4, 1 L-7, GM-CSF, IL-10, IL-2, 1 L-15, TGFp si TNF-a sau
orice alti aditivi pentru cresterea celulelor cunoscuti specialistului in domeniu. Alti aditivi pentru
cresterea celulelor includ, dar nu sunt limitati la, surfactant, plasmanat si agenti reducétori cum ar fi N-
acetil-cisteind si 2-mercaptoetanoi. Mediile pot include RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-
12, X-Vivo 1 s1 X-Vivo 20, Optimizer, cu addugare de aminoacizi, piruvat de sodiu si vitamine, fie fara
ser sau suplimentat cu o cantitate adecvatd de ser (sau plasmi) sau un set definit de hormoni si/sau o
cantitate de citokini(e) suficientd pentru cresterea si expansiunea celulelor T. Antibioticele, de exemplu,
penicilina si streptomicina, sunt incluse numai in culturile experimentale, nu in culturile de celule care
urmeaza sd fie perfuzate unui subiect. Celulele tintd sunt mentinute In conditiile necesare pentru a sustine
cresterea, de exemplu, o temperaturd adecvatd (de exemplu, 37°C) si atmosfera (de exemplu, aer plus 5%
O»). Celulele T care au fost expuse la timpi variati de stimulare pot prezenta caracteristici diferite.

Intr-un alt exemplu de realizare particular, celulele mentionate pot fi extinse prin co-cultivare cu
tesut sau celule. Respectivele celule pot fi, de asemenea, extinse in vivo, de exemplu in sangele
subiectului dupd administrarea respectivei celule la subiect.
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Aplicatii terapeutice

Prezenta inventie include compozitii care cuprind o celuld modificatd (de exemplu, o celula T)
care exprima un receptor de antigen himeric al inventiei si un vehicul acceptabil farmaceutic. In unele
cazuri, celulele modificate formeazd un medicament, in special pentru imunoterapie. In unele cazuri,
celulele modificate sunt utilizate pentru tratamentul cancerului (de exemplu, mielomul multiplu). In unele
cazuri, celulele modificate sunt utilizate la fabricarea unui medicament pentru imunoterapie si/sau
tratamentul unui cancer (de exemplu, un cancer care exprimda BCMA).

Prezenta inventie include metode care cuprind administrarea unui subiect care are nevoie de
aceasta a unei compozitii terapeutice care cuprinde o celuld modificatd (de exemplu, o celuld T) care
exprima un receptor de antigen himeric aga cum s-a discutat aici. Compozitia terapeuticd poate cuprinde o
celuld care exprima orice receptor de antigen himeric asa cum este dezviluit aici si un purtétor, diluant
sau vehicul acceptabil farmaceutic. Asa cum este utilizatd aici, expresia ,,un subiect care are nevoie de
aceasta” inseamnd un animal uman sau non-uman care prezintd unul sau mai multe simptome sau indicii
de cancer (de exemplu, un subiect care exprimd o tumoare sau care suferd de oricare dintre cancerele
mentionate aici), sau care altfel ar beneficia de o inhibare sau o reducere a activititiit BCMA sau o
epuizare a celulelor BCM A+ (de exemplu, celule de mielom multiplu).

Celulele modificate conform prezentei inventii sunt utile, inter alia, pentru tratarea oricérei boli
sau tulburdri in care stimularea, activarea si/sau {intirea unui rdspuns imun ar fi benefice. in particular,
celulele modificate conform prezentei inventii pot fi utilizate pentru tratamentul, prevenirea si/sau
ameliorarea oricdrei boli sau tulburdri asociate sau mediate de expresia sau activitatea BCMA sau
proliferarea celulelor BCMA+. Celulele care exprimd BCMA care pot fi inhibate sau distruse folosind
celulele modificate conform inventiei includ, de exemplu, celule de mielom multiplu.

Celulele modificate conform prezentei inventii pot fi utilizate pentru a trata o boald sau o
tulburare asociatd cu expresia BCMA, incluzand, de exemplu, un cancer care include mielom multiplu
sau alte tipuri de cancer cu celule B sau celule plasmatice, cum ar fi macroglobulinemia Waldenstrom,
limfomul Burkitt si limfomul difuz mare. Limfom cu celule B. in unele realizéri, boala sau tulburarea care
exprimd BCMA este boala Castleman, limfomul limfoplasmocitar, limfomul folicular, limfomul cu celule
de manta, limfomul zonei marginale, limfomul Hodgkin, limfomul Non-Hodgkin sau leucemia
limfocitara cronicd. Conform anumitor realizdri ale prezentei inventii, celulele modificate sunt utile
pentru tratarea unui pacient afectat de mielom multiplu. Potrivit altor exemplele de realizare conexe ale
inventiei, sunt furnizate metode care cuprind administrarea unei celule modificate asa cum este dezviluita
aici unui pacient care este afectat de mielom multiplu. Metodele analitice/diagnostic cunoscute in
domeniu, cum ar fi scanarea tumorii, etc., pot fi utilizate pentru a stabili dacid un pacient prezintd mielom
multiplu sau alt cancer de linie de celule B.

Prezenta inventie include, de asemenea, metode pentru tratarea cancerului rezidual la un subiect.
Asa cum este utilizat aici, termenul "cancer rezidual” Inseamnd existenta sau persistenta uneia sau mai
multor celule canceroase la un subiect in urma tratamentului cu o terapie anticancer.

Conform anumitor aspecte, prezenta inventie furnizeazd metode pentru tratarea unei boli sau
tulburdri asociate cu expresia BCMA (de exemplu, mielom multiplu) cuprinzdnd administrarea unei
populatii de celule modificate descrise in altd parte aici la un subiect dupd ce subiectul a fost determinat
cd are mielom multiplu. De exemplu, prezenta inventie include metode pentru tratarea mielomului
multiplu cuprinzdnd administrarea celulelor imune modificate la un pacient 1 zi, 2 zile, 3 zile, 4 zile, 5
zile, 6 zile, 1 sdptdmand, 2 sdptdmani, 3 sdptdmani sau 4 sdptdmani, 2 luni, 4 luni, 6 luni, 8 luni, 1 an sau
mai mult dupd ce subiectul a primit altd imunoterapie sau chimioterapie.

Tratamentele discutate aici pot fi ameliorative, curative sau profilactice. Tratamentele pot fi fie
parte dintr-o imunoterapie autologi, fie parte dintr-un alogen imunoterapie. Prin autolog, se intelege ca
celulele, linia celulard sau populatia de celule utilizate pentru tratarea pacientilor provin de la pacient sau
de la un donator compatibil cu antigenul leucocitar uman (HLA). Prin alogenic se intelege ca celulele,
linia celulard sau populatia de celule utilizate pentru tratarea pacientilor nu provin de la pacient, ci de la
un donator.

Celulele care pot fi utilizate cu metodele dezviluite sunt descrise aici. Tratamentele pot fi
utilizate pentru a trata pacientii diagnosticati cu o afectiune de cancer pre-malignd sau maligna
caracterizatd prin celule care exprimd BCMA, 1n special printr-o supraabundentd de celule care exprima
BCMA. Astfel de conditii se gésesc In cancere, cum ar {1 mielomul multiplu.

Tipurile de cancer care urmeaza si fie tratate cu celulele modificate conform inventiei includ, dar
nu se limiteazd la mielomul multiplu, macroglobulinemia Waldenstrom, limfomul Burkitt si limfomul
difuz cu celule B mari, precum si alte tipuri de cancer cu celule B sau cu celule plasmatice. In unele
exemple de realizare, celulele modificate pot fi utilizate pentru a trata o boald sau o tulburare care
exprimd BCMA, cum ar fi boala Castleman, limfomul limfoplasmocitar, limfomul folicular, limfomul cu
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celule de manta, limfomul zonei marginale, limfomul Hodgkin, limfomul non-Hodgkin sau limfomul
cronic. leucemie.

Compozitiile s1 metodele prezentei inventii pot fi utilizate pentru a trata un subiect care a fost
caracterizat ca avind celule sau tesuturi care exprimd BCMA sau este suspectat cd are celule sau tesuturi
care exprimd BCMA. De exemplu, subiectii care beneficiazd de tratamentul conform inventiei includ
subiecti cu mielom multiplu.

Administrarea celulelor sau populatiei de celule conform prezentei inventii poate fi efectuata in
orice mod convenabil, inclusiv prin inhalare de aerosoli, injectare, ingestie, transfuzie, implantare sau
transplant. Compozitiile descrise aici pot fi administrate unui pacient subcutanat, intradermic,
intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, prin injectare intravenoasi sau intralimfaticd sau
intraperitoneal. Intr-o variantd de realizare, compozitiile celulare ale prezentei inventii sunt de preferinti
administrate prin injectie intravenoasa.

Administrarea celulelor sau a populatiei de celule poate consta in administrarea a 10*-10° celule
per kg greutate corporald, de preferinii 105 pani la 10° celule/kg greutate corporald incluzind toate
valorile intregi ale numerelor de celule din acele intervale. Celulele sau populatia de celule pot fi
administrate In una sau mai multe doze. in unele exemple de realizare, cantitatea eficientd de celule este
administratd ca o singurd dozd. in unele exemple de realizare, cantitatea eficientd de celule este
administratd ca mai mult de o dozd pe o perioadd de timp. Momentul de administrare este la aprecierea
medicului director si depinde de starea clinicd a pacientului. Celulele sau populatia de celule pot fi
obtinute din orice sursd, cum ar fi o bancd de singe sau un donator. In timp ce nevoile individuale
variazd, determinarea intervalelor de cantitdti eficiente dintr-un anumit tip de celuld pentru o anumita
boald sau afectiune se afla in competenta in domeniu. O cantitate eficientd inseamnd o cantitate care ofera
un beneficiu terapeutic sau profilactic. Doza administratd va depinde de varsta, sdnatatea si greutatea
primitorului, tipul de tratament concomitent, dacd este cazul, frecventa tratamentului si natura efectului
dorit.

Intr-o variantd de realizare, cantitatea eficientd de celule sau compozitia care cuprinde acele
celule este administratd parenteral. Aceastd administrare poate fi o administrare intravenoasd. In unele
cazuri, administrarea se poate face direct prin injectare in interiorul unei tumori.

fn anumite realizari ale prezentei inventii, celulele sunt administrate unui pacient impreuna cu
(de exemplu, Inainte, simultan sau dupd) orice numar de modalititi de tratament relevante, incluzand, dar
fard a se limita la, tratamentul cu agenti cum ar fi terapia antivirald, cidofovir si interleukini-2, Citarabina
(cunoscutd si ca ARA-C) sau tratament cu natalizumab pentru pacientii cu SM sau tratamentul cu
efaliztimab pentru pacientii cu psoriazis sau alte tratamente pentru pacientii cu LMP. In alte variante de
realizare, celulele T ale inventiei pot fi utilizate In combinatie cu chimioterapie, radiatii, agenti
imunosupresori, cum ar fi ciclosporin, azatioprind, metotrexat, micofenolat si FK506, anticorpi sau alti
agenti imunoablativi, cum ar fi CAM PATH, anticorpi anti-CD3 sau alte terapii cu anticorpi, citoxind,
fludaribind, ciclosporind, FK506, rapamicin, acid micoplienolic, steroizi, FR901228, citochine, i iradiere.

fntr-un alt exemplu de realizare, compozitiile celulare ale prezentei inventii sunt administrate
unui pacient impreund cu (de exemplu, Tnainte, simultan sau dupd) transplant de maduva osoasi, terapie
ablativa cu celule T folosind fie agenti de chimioterapie, cum ar fi fludarabind, radiatii cu fascicul extern.
terapie (XRT), ciclofosfamida sau anticorpi cum ar fi OKT3 sau CAM PATH, intr-o altd variantd de
realizare, compozitiile celulare din prezenta inventie sunt administrate dupa terapia ablativd cu celule B,
cum ar fi agenti care reactioneazd cu CD20, de exemplu, Rituxan. De exemplu, Intr-un exemplu de
realizare, subiectii pot fi supusi unui tratament standard cu chimioterapie in dozd mare urmatd de
transplant de celule stem din sangele periferic. In anumite variante de realizare, dupa transplant, subiectii
primesc o perfuzie din celulele imune expandate ale prezentei inventii. Intr-o variantd suplimentara de
realizare, celulele expandate sunt administrate inainte sau dupd interventia chirurgicald. in anumite
exemple de realizare, orice mijloc (de exemplu, chirurgie, chimioterapie sau radioterapie) poate fi utilizat
pentru a reduce sarcina tumorald inainte de administrarea celulelor imune expandate conform prezentei
inventii. Intr-o varianti de realizare, reducerea sarcinii tumorale inainte de administrarea celulelor
modificate conform inventiei poate reduce potentialul pentru, sau poate preveni, sindromul de eliberare de
citokine sau o furtund de citokine, un efect secundar care poate fi asociat cu terapia cu celule CAR T.

Terapii combinate

Prezenta inventie furnizeazd metode care cuprind administrarea celulelor modificate sau a unei
populatii de celule cuprinzand oricare dintre receptorii de antigen himeric descrisi aici In combinatie cu
unul sau mai mul{i agenti terapeutici suplimentari. Exemple de agenti terapeutici suplimentari care pot fi
combinati cu sau administrati in combinatie cu celulele sau populatia de celule din prezenta inventie
includ, de exemplu, un agent antitumoral {de ex. agenti chimioterapeutici, inclusiv melfalan, vincristinad
(Oncovin), ciclofosfamidd (Cytoxan), etoposidd (VP-16), doxorubicind (Adriamycin), doxorubicini
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lipozomald (Doxii), obendamustina (Treanda) sau orice altii cunoscuti a fi eficienti in tratarea celulelor
plasmatice tumord la un subiect). in unele realizéri, al doilea agent terapeutic cuprinde steroizi. in unele
realizdri, al doilea agent terapeutic cuprinde terapii tintite incluzdnd talidomidd, ienalidomidd si
bortezomib, care sunt terapii aprobate pentru a trata pacientii nou diagnosticati. Lenalidomida,
pomalidomida, bortezomib, carfilzomib, panobinostat, ixazomib, elotuzumab si daratumumab sunt
exemple de al doilea agent terapeutic eficient pentru tratarea mielomului recurent. in anumite exemple de
realizare, al doilea agent terapeutic este un regim care cuprinde radioterapie sau un transplant de celule
stem. In anumite exemple de realizare, al doilea agent terapeutic poate fi un agent imunomodulator. in
anumite realizari, al doilea agent terapeutic poate fi un inhibitor de proteazom, incluzénd bortezomib
(Velcade), carfilzomib (Kyprolis), ixazomib (Ninlaro). in anumite realiziri, al doilea agent terapeutic
poate fi un inhibitor al histonei deacetilazei, cum ar fi panobinostat (Farydak). In anumite exemple de
realizare, al doilea agent terapeutic poate fi un anticorp monoclonal, un conjugat de medicament cu
anticorpi, un anticorp bispecific conjugat la un agent anti-tumoral, un inhibitor de punct de control sau
combinatii ale acestora. Alti agenti care pot fi administrati In mod benefic in combinatie cu moleculele de
legare a antigenului din inventie includ inhibitori de citokine, inclusiv inhibitori de citokine cu molecule
mici §i anticorpi care se leagd la citokine cum ar fi IL-1, IL-2, IL-3, IL- 4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-17, IL-18 sau la receptorii lor respectivi. Compozitiile farmaceutice ale prezentei inventii
(de exemplu, compozitiile farmaceutice care cuprind celule modificate sau populatii de celule asa cum
sunt dezvaluite aici) pot fi, de asemenea, administrate ca parte a unui regim terapeutic care cuprinde una
sau mai multe combinatii terapeutice selectate dintr-un anticorp monoclonal altul decét cele descrise aici,
care poate interactiona cu un antigen diferit de pe suprafata celulei plasmatice, un anticorp bispecific, care
are un brat care se leagd de un antigen de pe suprafata celulei tumorale si celdlalt brat se leagd de un
antigen de pe o celuld T, un conjugat de medicament cu anticorpi, a anticorp bispecific conjugat cu un
agent anti-tumoral, un inhibitor al punctului de control, de exemplu, unul care vizeaza, PD-1 sau CTLA-
4, sau combinatii ale acestora. In anumite variante de realizare, inhibitorii punctului de control pot fi
selectati dintre inhibitorii PD-1, cum ar fi pembrolizumab (Keytruda), nivolumab (Opdivo) sau
cemiplimab (REGN2810). in anumite realizdri, inhibitorii punctului de control pot fi selectati dintre
inhibitorii PD-L1, cum ar fi atezolizumab (Tecentriq), avelumab (Bavencio) sau Durvalumab (Imfinzi)).
in anumite realizari, inhibitorii punctului de control pot fi selectati dintre inhibitorii CTLA-4, cum ar fi
ipilimumab (Yervoy).

Prezenta inventie include, de asemenea, combinatii terapeutice care cuprind oricare dintre
celulele modificate sau populatiile de celule mentionate aici si un inhibitor al unuia sau mai multor dintre
VEGF, Ang2, DLL4, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, EGFRvIl, cMet, IGF1 R, B-raf, PDGFR-q,
PDGFR-f, FOLH1 (PSMA), PRLR, STEAPI1, STEAP2, TMPRSS2, MSLN, CA9, uroplakind sau oricare
dintre citokinele mentionate mai sus, in care inhibitorul este un aptamer, o moleculd antisens, o ribozima,
un siARN, un pepticorp, un nanocorp sau un fragment de anticorp (de exemplu, fragment Fab; fragment
F(ab"),; fragment Fd; fragment Fv; scFv; fragment dAb; sau alte molecule modificate, cum ar fi diacorpi,
triacorpi, tetracorpi, minicorpi $i unitdti minime de recunoastere). in unele exemple de realizare, celulele
modificate sau populatia de celule conform inventiei pot fi, de asemenea, administrate ca parte a unui
regim de tratament care include, de asemenea, tratament cu radiatii si/sau chimioterapie conventionald.

Componenta(ele) activd(e) terapeutic suplimentar(e) pot fi administrate chiar Inainte de,
concomitent cu sau la scurt timp dupd administrarea celulelor modificate conform prezentei inventii; (in
scopurile prezentei dezvaluiri, astfel de regimuri de administrare sunt considerate administrarea celulelor
modificate ,,in combinatie cu” o componenta suplimentard activi terapeutic).

Prezenta inventie include compozitii farmaceutice in care o celuld modificata sau o populatie de
celule conform prezentei inventii este co-formulatdi cu una sau mai multe dintre componentele
suplimentare active terapeutic, aga cum este descris 1n alta parte aici.

Regimuri de administrare

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, doze multiple de celule modificate
pot fi administrate unui subiect pe o pericadd de timp definitd. Metodele conform acestui aspect al
inventiei cuprind administrarea secventiald la un subiect de doze multiple de celule. Asa cum este utilizat
aici, "administrarea secventiald" inseamnd cd fiecare dozid este administratd subiectului la un moment
diferit de timp, de exemplu, in zile diferite separate printr-un interval predeterminat (de exemplu, ore,
zile, sdptdméni sau luni). Prezenta inventie include metode care cuprind administrarea secventiald la
pacient a unei singure doze initiale, urmata de una sau mai multe doze secundare i, optional, urmata de
una sau mai multe doze tertiare.

Termenii "doza initiald", "doze secundare" si "doze tertiare" se referd la secventa temporald de
administrare a celulelor modificate conform inventiei. Astfel, "doza initiald" este doza care este
administratd la inceputul regimului de tratament (denumita i "dozd de baza"), "dozele secundare” sunt
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dozele care sunt administrate dupa doza initiald; iar "dozele tertiare" sunt dozele care sunt administrate
dupé dozele secundare. Dozele initiale, secundare si tertiare pot contine toate aceeasi cantitate de celule
modificate, dar in general pot diferi unele de altele in ceea ce priveste frecventa administrarii. In anumite
exemplele de realizare, totusi, cantitatea de celule modificate continutd in dozele initiale, secundare si/sau
tertiare variazd una de la alta (de exemplu, ajustata in sus sau in jos dupi caz) in timpul tratamentului. in
anumite realiziri, doud sau mai multe (de exemplu, 2, 3, 4 sau 5) doze sunt administrate la inceputul
regimului de tratament ca ,.doze de Incircare” urmate de doze ulterioare care sunt administrate mai putin
frecvent (de exemplu, ,, doze de intretinere”™).

Intr-un exemplu de realizare a prezentei inventii, fiecare dozd secundard si/sau tertiard este
administratd de la 1 la 26 (de exemplu, 1, 1 %4, 2, 2V, 3, 3%, 4, 44, 5, 5%, 6, 6%, 7)., 7%, 8, 8%, 9, 9%,
10, 10%, 11, 11 %, 12, 12%, 13, 13'%, 14, 1444, 15, 15%, 16, 16%, 17, 174, 18, 1814, 19, 19%, 20%, 19%,
20%, 19%, 204, 20%%, 20%, 20% , 22'%, 23, 23'%, 24, 244, 25, 25Y%, 26, 26% sau mai mult) sdptdmani
dupé doza imediat anterioard. Expresia "doza imediat anterioard”, asa cum este utilizatd aici, Inseamna,
intr-o secventd de administrari multiple, doza care este administratd unui pacient inainte de administrarea
dozei imediat urmatoare in secventa fara doze intermediare.

Metodele conform acestui aspect al inventiei pot cuprinde administrarea unui pacient a oricérui
numir de doze secundare si/sau tertiare. De exemplu, in anumite variante de realizare, pacientului 1 se
administreazd doar o singurd dozd secundard. in alte variante de realizare, doud sau mai multe (de
exempluy, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau mai multe) doze secundare sunt administrate pacientului. De asemenea, in
anumite exemple de realizare, pacientului i se administreazd doar o singurd doza tertiard. in alte variante
de realizare, doud sau mai multe (de exemplu, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau mai multe) doze tertiare sunt
administrate pacientului.

fn exemplele de realizare care implicd doze secundare multiple, fiecare dozd secundard poate fi
administratd la aceeasi frecventd ca si celelalte doze secundare. De exemplu, fiecare doza secundard poate
fi administratd pacientului la 1 péna la 2 siptiméni dupd doza imediat anterioard. In mod similar, in
exemplele de realizare care implicd mai multe doze tertiare, fiecare doza tertiard poate fi administrata la
aceeasi frecventd ca si celelalte doze tertiare. De exemplu, fiecare doza tertiard poate fi administrata
pacientului la 2 pand la 4 siptdméani dupd doza imediat anterioard. Alternativ, frecventa la care dozele
secundare si/sau tertiare sunt administrate unui pacient poate varia pe parcursul regimului de tratament.
Frecventa de administrare poate fi, de asemenea, ajustatd in timpul tratamentului de cétre un medic, in
functie de nevoile pacientului in parte dupd examenul clinic.

EXEMPLE

Urmatoarele exemple sunt ilustrative si nu limiteazd domeniul de aplicare al revendicérilor.

Exemplul 1: Generarea de anticorpi anti-BCMA

Anticorpii anti-BCMA au fost obtinuti prin imunizarea unui soarece modificat genetic cu un
antigen BCMA uman (de exemplu, hBCMA, SECV ID NR: 101) sau prin imunizarea unui soarece
modificat cuprinzand ADN care codifica regiuni variabile ale lantului greu de imunoglobulind umana si
kappa usor cu un lant uman. Antigenul BCMA.

Dupéd imunizare, splenocitele au fost recoltate de la fiecare soarece si fie (1) fuzionate cu celule
de mielom de goarece pentru a-gi pastra viabilitatea si a forma celule de hibridom si analizate pentru
specificitatea BCMA, fie (2) celulele B sortate (asa cum este descris in US 2007/0280945A1) folosind un
fragment BCMA uman ca reactiv de sortare care leagd si identificd anticorpii reactivi (celule B pozitive
pentru antigen).

Anticorpii himerici la BCMA au fost initial izolati avand o regiune variabild umana si o regiune
constantd de soarece. Anticorpii au fost caracterizati si selectati pentru a fi dezirabili caracteristici,
inclusiv afinitatea, selectivitatea etc. Daca este necesar, regiunile constante de soarece au fost Inlocuite cu
o regiune constantd umand doritd, de exemplu regiunea constantd 1gG1 sau 1gG4 de tip sélbatic sau
modificatd, pentru a genera un anticorp anti-BCMA complet uman. In timp ce regiunea constantd
selectatd poate varia 1n functie de utilizarea specificd, caracteristicile de legare a antigenului cu afinitate
mare i specificitate {intd rezida in regiunea variabila.

Secventele de aminoacizi si acid nucleic din regiunea variabild a lantului greu si usor ale
anticorpilor anti-BCMA. Tabelul 1 prezintd identificatorii secventei de aminoacizi ai regiunilor variabile
ale lantului greu si usor si CDR-urile anticorpilor anti-BCMA selectati conform inventiei. Identificatorii
de secventd de acid nucleic corespunzitori sunt prezentati in Tabelul 2.
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Tabelul 1: Identificatori de secventd de aminoacizi

SECV ID NR:
Denumire anticorp HCVR HCDR1 [HCDR2 HCDR3 [LCVR [LCDR1 |[LCDR2 |LCDR3
mAb16711 2 4 6 S 10 12 14 16
mAb16716 18 20 22 24 R6 28 30 32
mAb16732 34 36 38 40 42 44 1) 48
mAb16747 50 52 54 56 58 60 62 64
mAb21581 66 68 70 72 74 76 78 80

Tabelul 2: Identificatori de secventd de acid nucleic

SECV ID NR:
Denumire anticorp[HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 |[LCVR [LCDR1 [LCDR2 [LCDR3
mAb16711 1 3 5 7 9 11 13 15
mAb16716 17 19 21 23 25 R7 P9 31
mAb16732 33 35 37 39 41 43 45 47
mAb16747 49 51 53 55 57 59 61 63
mAb21581 65 67 69 71 73 75 77 79

Exemplul 2: Generarea de receptori de antigen himeric specifici BCMA

Sase anticorpi anti-BCMA (mAb16711, mAb16716, mAb16732, mAb16747 si mAb21581) au
fost reformatati in fragmente variabile cu lant unic VL-VH (ScFv) si plasati Intr-un receptor himeric de
antigen (CAR) care a folosit o balama CD8a si un domeniu transmembranar, un domeniu costimulator 4-
IBB si un domeniu stimulator CD3¢{. CAR-urile specifice BCMA au fost donate Intr-un vector de
expresie lentiviral (Lenti-X™ Bicistronic Expression System (Neo), Clontech Cat# 632181) si particulele
lentivirale au fost generate prin sistemul Lenti-X Packaging Single-Shot (VSV-G) (Clontech Cat #
631276) conform protocoalelor producitorului. Celulele Jurkat proiectate pentru a exprima un reporter
NFAT-luciferaza (Jurkat/NFATLuc cl. 3C7) au fost apoi transdusi cu diferitele constructe CAR folosind
Precoated Dishes RetroNectin® (Clontech, Cat # T110a) conform protocoalelor producitorului. Dupa
selectia timp de cel putin 2 sdptdimani in 500 pg/ml G418 (Gibco, Cat # 11811-098), au fost generate
urmitoarele linii de celule CAR-T; Jurkat/NFATLuc c¢l. 3C7/BCMA 16716 VL-VH CART,
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 16711 VL-VH CART, Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 16732 VL-VH
CART, Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 16747 VL-VH CART, Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/BCMA 21581
VL-VH CART. Secventele de nucleotide ale constructelor CAR utilizate in generarea acestor linii de
celule CAR-T, asa cum este ilustrat In Figura 1, sunt prezentate In SECV ID NR: 81 (mAbl6711
VL/VH), 83 (mAbl6716 VL/VH), 85 ( mAbl16732 VL/VH), 87 (mAb16747 VL/VH) si 89 (mAb21581
VL/VH). Aceste sase linii de celule CAR-T au fost utilizate pentru a evalua expresia suprafetei celulare si
activarea celulelor BCMA CAR-T, asa cum s-a discutat In Exemplul 3.

Receptori de antigen himeric care contin un scFv anti-BCMA VL-VH, un huCD8 domeniul
transmembranar, un domeniu co-stimulator 4-1 BB si un domeniu de semnalizare CD3( au fost construite
folosind secventele de nucleotide VL si VH a doi anticorpi anti-BCMA, mAb21581 si mAb16747
(corespunzidtor SEQ ID NR: 89 si respectiv 87). Ca un control care nu leagd, un CAR similar a fost
proiectat utilizand secventa de nucleotide a unui scFv irelevant (constructul CAR din SECV ID NR: 91).
Aceste CAR-uri au fost donate intr-un vector lentiviral pLVX cu un promotor EFla si secventa
IRES:eGFP (pentru urmiérirea celulelor transduse cu CAR) si a fost produs lentivirusul pseudotipizat
VSV.

Celulele T CD3+ au fost izolate din celulele mononucleare din sangele periferic uman (PBMC),
stimulate cu microbile CD3/CD28 plus 100 U/ml IL-2 umani recombinati si transduse cu lentivirus la un
MOI=5. Celulele transduse au fost extinse timp de 3 sdptdmani cu microbile CD3/CD28 plus 100 U/ml
IL-2 umand recombinatd Tnainte de a fi crioconservate pana la utilizare In timpul experimentului in vivo.
Aceste trei linii de celule CAR-T au fost utilizate pentru a evalua eficacitatea in reducerea sarcinii
tumorale in vivo, asa cum s-a discutat In exemplele 4 i 5.



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3823665 T2 2024.05.31
29

Exemplul 3: Exprimarea suprafetei celulare a constructelor BCMA CAR in celulele Jurkat
si activarea celulelor BCMA CAR-T

Expresia relativa a suprafetei celulare a constructelor BCMA CAR in celulele Jurkat/NFATLuc a
fost accesatd prin citometrie in flux. Pentru colorare, celulele au fost placate in tampon de colorare (PBS,
fard calciu si magneziu (Irving 9240) + 2% FBS (ATCC 30-2020) la o densitate de 200.000 celule per
godeu Intr-o placéd cu fund V cu 96 de godeuri si colorate timp de 30 de ore. minute la 4°C cu 10 ug/ml
din domeniul extracelular BCMA fuzionat la un hlgG1-Fc (BCMA ecto-hFc) sau o proteind irelevanta
fuzionatd la hlgG1-Fe (control izotip Fc). Dupa incubarea cu control izotip BCMA-hFc sau Fe, celulele
au fost spilate o datd In tampon de colorare si colorate cu un anticorp secundar conjugat Alexa-Flour 647
(Jackson ImmunoResearch, Cat # 109-606-170) la 10 mg/ml timp de 30 de minute. la 4°C. Celulele au
fost apoi spalate si fixate folosind o solutie 50% de BD Cytofix (BD, Cat # 554655) diluatd in tampon de
colorare. Probele au fost rulate pe citometrul de flux Intellicyt iQue si analizate cu FlowJo 10.2 pentru a
calcula intensitatea fluorescentd medie (MFI). Raportul semnal-zgomot (S:N) este determinat luand
raportul dintre MFI de control izotip BCMA-hFc sau Fc la anticorpul secundar MFI singur.

Activitatea liniilor CAR-T a fost evaluatd intr-un biotest CAR-T/APC (celula prezentatoare de
antigen). Pentru a efectua biotestul, 50.000 de celule CAR-T au fost addugate la placile albe Thermo-
Nunc cu 96 de godeuri (Thermo Scientific, Cat # 136101) in 50 ul de mediu de testare (medii RPMI cu
10% FBS si 1% P/S/G) urmatd de addugarea unei dilutii in serie de trei ori a APC-urilor (500.000 celule
la 685 celule) in 50 ul de mediu de testare. Au fost utilizate urmatoarele APC-uri: RAJI, Daudi,
RPMI8&226 (exprimd endogen BCMA) si HEK293 (BCMA negativ). Amestecul de celule a fost incubat la
37°C, 5% CO2, incubator umidificat timp de 5 ore. Activitatea NFAT-Luciferazei a fost méasurata
utilizdnd Promega One-Glo (Cat# E6130) si un cititor de pldci Perkin Elmer Envision. Unitatile de
luciferazd relativd (RLU) au fost generate si reprezentate grafic in GraphPad Prism utilizdnd o ecuatie
logistica cu patru parametri pe o curbd de rdspuns in 8 puncte. Conditia APC zero pentru fiecare curba
doza-rdspuns este de asemenea inclusd in analizd ca o continuare a dilutiei In serie de trei ori si este
reprezentatd ca doza cea mai micd. Activitatea CAR-T a fost determinatd ludnd raportul dintre cel mai
mare RLU de pe curba si cel mai mic si este reprezentat ca semnal:zgomot (S:N) in tabelul 4.

Tabelul 3 aratd cd 16747 si 21581 CAR-T au avut o expresie similard la suprafatd, cu S:N
cuprins Intre 209-273, 16716 CAR-T exprimat la 44 de ori deasupra fundalului, in timp ce expresia 16732
s1 1671 1 CAR a fost mult mai mica cu o S:N de 13 si, respectiv, 4.

Tabelul 4 arata c toate cele sase linii de celule BCMA CAR-T au fost activate de celulele RAJI,
Daudi si RPMI8226. Nu au fost activate linii de celule CAR-T de HEK293. 16747 BCMA CAR a avut
cea mai puternicd activare in biotestul CAR-T/APC, in timp ce CAR 16711 a avut cea mai slaba
activitate, indiferent de BCMA care exprimd APC. In cele din urma, a fost observatd o corelatie Intre
expresia CAR (Tabelul 3) si activitatea CAR (Tabelul 4).

Tabelul 3: Legarea FC-BCMA solubila pe liniile celulare BCMA CAR-T

Linia celulara S:N (BCMA-hFc) [S:N (Isotipe-hFc)
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7 1.5 0.8
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16716 VL-VH CART 44.0 1.1
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16711 VL-VH CART 3.7 1.2
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16732 VL-VH CART 13.1 1.0
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/16747 VL-VH CART 209.2 1.3
Jurkat/NFATLuc cl. 3C7/21581 VL-VH CART 024.5 1.2

Tabelul 4: Activarea BCMA CAR-T intr-un biotest CAR-T/APC

Celula care prezinti|Activitate CAR-T Max
antigen

No CAR (16716 [16711 (16732 [16747 1581
RAIJI 1.2 16.3 7.9 16.8 38.9 26.9
Daudi 1.0 6.4 2.6 4.9 14.0 8.0
RPMI8226 0.8 6.6 1.8 5.2 12.5 12.3
HEK?293 0.9 0.8 0.9 0.8 0.9 0.9
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Exemplul 4: Celulele CAR-T vizate de BCMA reduc cresterea tumorilor care exprima
BCMA (OPM-2) in vivo intr-un model de tumori xenogena

Pentru a determina eficacitatea in vivo a celulelor T receptorului antigen himeric (CAR) vizat de
BCMA, a fost efectuat un studiu tumoral xenogen la soareci folosind celule de mielom multiplu uman
OPM-2, care exprima niveluri ridicate de BCMA.

Implantarea si mdsurarea tumorilor xenogene. In ziua 0, soarecilor cu imunodeficientd
NOD.Cg-PrkdcsI12rg™! ™! (NSG) 1i s-au administrat intravenos 2x10° BCMA* OPM-2 celule tumorale
umane de mielom multiplu care au fost concepute pentru a exprima, de asemenea, luciferaza de licurici
(celule OPM-2-luciferaza). In ziua 21, soarecii au fost injectati intravenos cu celule T 2x10° care exprima
fie CAR de control, fie un CAR anti-BCMA (dupa cum este determinat de frecventa celulelor care
exprimi GFP, care este un marker pentru acele celule care au fost transduse cu CAR). Soarecilor (n=5 per
grup) li s-au administrat 2x10° scFc CAR T irelevant (control scFv CAR), 2x10° anti-BCMA CAR T care
codificd 21581 scFv CAR sau 2x10° anti-BCMA CAR T care codificd 16747 scFv. Cresterea tumorii a
fost evaluatd pand in ziua 61 prin méisurarea bioluminiscentei tumorii (BLI) la animalele anesteziate. Ca
martor pozitiv, unui grup de soareci (n=5) i1 s-a administrat numai celule OPM-2-luciferaze, dar nu si
celule T. Pentru a méasura nivelurile de fond BLI, un grup de soareci (n=5) au fost netratate si nu au primit
tumori sau celule T.

Madsurarea cresterii tumorii xenogenice: imagistica BLI a fost utilizatd pentru a misura sarcina
tumorald. Soarecilor 1i s-a injectat IP cu 150 mg/kg de substrat de luciferaza D-luciferind suspendati in
PBS. La cinci minute dupd aceastd injectie, imagistica BLI a soarecilor a fost efectuatd sub anestezie cu
izofluran folosind sistemul Xenogen I VIS. Achizitia imaginii a fost efectuatd cu cAmpul vizual la D,
indltimea subiectului de 1,5 cm si nivel mediu de binning cu timpul de expunere automat determinat de
Living Image Software. Semnalele BLI au fost extrase folosind software-ul Living Image: regiunile de
interes au fost desenate In jurul fiecdrei mase tumorale si intensitdtile fotonilor au fost inregistrate ca
p/sfcm2/sr.

In timp ce tumorile BCMA* OPM-2-luciferaza au crescut progresiv la soarecii care au primit
celule T scFv CAR irelevante, celulele CAR T care codifica 21581 scFV CAR au redus sarcinile tumorale
la nivelurile de fond la majoritatea animalelor si celulele CAR T care codificd 16747 scFv CAR au redus
sarcina tumorii la nivelurile de fond la toate animalele. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 5a de mai

jos.

Tabelul 5a: Dimensiunea medie a tumorii (dupa stralucire) la diferite momente de timp

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 5 zile dupa implantare (medie|
Tratament + SEM)

Fara tumoare (fond BLI) 6.22E+05 + 2.77E+04

Farda CAR T (control pozitiv) 5.62E+05 + 2.75E+04

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x1005.95E+05 + 2.40E+04

celule

Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x10006.07E+05 + 3.97E+04

celule

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x100[5.54E+05 + 2.80E+04

celule

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 11 zile dupa implantare (medie
Tratament i+ SEM)

Fard tumoare (fond BLI) 6.90E+05 + 3.64E+04

Farda CAR T (control pozitiv) 6.22E+05 + 3.34E+04

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x1006.80E+05 + 2.76E+04

celule

Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x106[7.13E+05 £ 2.90E+04

celule

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x100/0.30E+05 + 2.42E+04

celule

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 20 zile dupa implantare (medie]

Tratament i+ SEM)
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Fara tumoare (fond BLI)

7.59E+05 + 5.82E+04

Fard CAR T (control)

2.32E+06 + 2.94E+05

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x1002.80E+06 + 5.26E+05

celule

Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x1003.06E+06 + 4.42E+05

celule

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x1002.53E+06 + 2.22E+05

celule

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 26 zile dupa implantare (medie]
Tratament

- SEM)

Fara tumoare (fond BLI)

5.51 E+05 + 2.51 E+04

Farda CAR T (control pozitiv)

5.96E+06 = 8.74E+05

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100[8.03E+06 + 1.41E+06

celule

Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x100/6.76E+06 £ 1.34E+06

celule

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x1000.96E+06 £ 3.39E+05

celule

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 31 zile dupa implantare
Tratament

( medie + SEM)

Fara tumoare (fond BLI)

6.62E+05 6 3.35E+04

Fard CAR T( control pozitiv)

1.58E+07 6 4.84E+06

celule

Control CAR T (Irelevant scFv)

2x109

1.57E+07 6 3.05E+06

celule

Anti-BCMA CAR (21581 scFv)

2x100

1.44E+07 6 2.12E+06

celule

Anti-BCMA CAR (16747 scFv)

2x106

1.01E+07 6 5.46E+05

Un alt experiment a fost efectuat asa cum s-a discutat mai sus, cu exceptia faptului cd soarecii au
fost injectati intravenos cu 2x10° celule T care exprimi fie CAR de control, fie un CAR anti-BCMA in
ziua 22 (in loc de ziua 21), iar cresterea tumorii a fost evaluatd pand in ziua 56 ( mai degraba decét zina

61).

In timp ce tumorile BCMA * OPM-2-luciferaza au crescut progresiv la soarecii care au primit
celule T scFv CAR irelevante, celulele T CAR care codificd CAR-urile scFV 21581 si 16747 au redus
sarcinile tumorale la nivelurile de fond la toate animalele. Rezultatele sunt prezentate In Tabelul 5b de

mai jos.

Tabelul 5Sb: Dimensiunea medie a tumorii (dupa stralucire) la diferite momente de timp

CAR T Tratament

Stralucire [p/s/cm22/sr] 14 zile dupa implantare|
( medie + SEM)

Fara tumoare (fond BLI)

6.72E+05 + 1.50E+04

Firda CAR T (control pozitiv)

7.93E+05 £ 8.18E+04

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 celule [7-09E+05 £ 2.13E+04

Anti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x100 celule [7-87E+05 + 1.20E+05

Anti-BCMA CAR (16747P scFv) 2x100 celule 8-93E+05 + 9.05E+04

CAR T Tratament

Stralucire [p/s/cm22/sr] 20 zile dupa implantare
(medie + SEM)

Fara tumoare (fond BLI)

5.32E+05 + 3.64E+04

Firda CAR T (control pozitiv)

3.07E+06 + 3.01 E+05




MD/EP 3823665 T2 2024.05.31

32

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 celule [2-91E+06 + 2.46E+05
Anti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x100 celule 2-57E+06 + 8.27E+05

Anti-BCMA CAR (16747P scFv) 2x100 celule 3-13E+06 + 5.97E+05
CAR T Tratament

Stralucire [p/s/cm22/sr] 23 zile dupa implantare
(medie + SEM)
5.56E+05 + 4.29E+04

1.01 E+07 £ 1.28E+06
Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 celule [8-37E+06 + 1.38E+06
IAnti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x106 celule|1.00E+07 = 3.92E+06

Anti-BCMA CAR (16747P scFv) 2x100 celule [8-26E+06 + 1.59E+06
CAR T Tratament

Fara tumoare (fond BLI)

arda CAR T (control pozitiv)

Stralucire [p/s/cm22/sr] 27 zile dupa implantare

(medie + SEM)

Fara tumoare (fond BLI)

5.18E+05 + 2.87E+04

Firda CAR T (control pozitiv)

1.67E+07 £ 1.54E+06

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 celule

1.47E+07 £ 2.36E+06

Anti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x100
celule

1.59E+07 + 6.36E+06

Anti-BCMA CAR (16747P scFv) 2x100
celule

1.03E+07 £ 1.71E+06

CAR T Tratament

Stralucire
(medie + SEM)

[p/s/cm22lsr] 30 zile dupa implantare

Fara tumoare (fond BLI)

5.18E+05 + 1.29E+04

Firda CAR T (control pozitiv)

1.93E+07 £ 3.10E+06

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 celule

2.03E+07 £ 2.48E+06

Anti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x109
celule

7.21E+06 + 1.97E+06

Anti-BCMA CAR (16747P
celule

scFv) 2x109

1.16E+07 + 3.61E+06

CAR T Tratament

(medie + SEM)

Stralucire [p/s/cm22/sr] 34 zile dupa implantare

Fara tumoare (fond BLI)

5.66E+05 £+ 3.76E+04

Farda CAR T (control pozitiv)

3.69E+07 = 6.27E+06

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x10° celule

¥4.07E+07 + 4.13E+06

Anti-BCMA CAR (2158IN scFv) 2x109
celule

5.74E+05 = 1.24E+04

Anti-BCMA CAR (16747P
celule

scFv) 2x109

1.66E+06 £+ 9.09E+05

CAR T Tratament

Stralucire

[p/s/em22/sr]
implantation (imedie + SEM)

38 days

post-

Fara tumoare (fond BLI)

5.43E+05 = 3.32E+04

Farda CAR T (control pozitiv)

I Animale eutanasiate

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x10° celule

5.87E+07 £ 5.72E+06

Anti-BCMA CAR (2158IN scFv) 2x109
celule

5.39E+05 = 1.58E+04

Anti-BCMA CAR (16747P
celule

scFv) 2x10°

5.55E+05 6 5.02E+04

CAR T Tratament

Stralucire [p/s/cm22/sr] 44 zile dupa implantare
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(medie + SEM)
Fard tumoare (fond BLI) 6.42E+05 + 3.33E+04

Farda CAR T (control pozitiv) IAnimale eutanasiate

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x10% celule [Animale eutanasiate

Anti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x1096.68E+05 + 3.09E+04

celule

Anti-BCMA CAR (16747P scFv) 2x1095.39E+05 + 2.25E+04

celule

CAR T Tratament Stralucire [p/s/cm22/sr] 56 zile dupa implantare]
(medie + SEM)

Fard tumoare (fond BLI) 8.10E+05 + 5.92E+04

Farda CAR T (control pozitiv) IAnimale eutanasiate

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x10 celule [Animale eutanasiate

Anti-BCMA CAR (21581N scFv) 2x1096.37E+05 + 2.71E+04
celule
Anti-BCMA CAR (16747P scFv) 2x1097.13E+05 + 4.17E+04
celule

Exemplul 5: Celulele CAR-T vizate de BCMA reduc cresterea tumorilor care exprima
BCMA (MOLP-8) in Vivo intr-un model de tumora xenogena

Pentru a determina eficacitatea in vivo a celulelor T ale receptorului antigen himeric (CAR) vizat
de BCMA, a fost efectuat un studiu de tumord xenogend la soareci folosind celule de mielom multiplu
uman MOLP-8, care exprima niveluri scdzute de BCMA.

Implantarea si mdsurarea tumorilor xenogene. In ziua 0, soarecilor imunodeficienti NOD.Cg-
Prkdcs112rgtm'"Sz] (NSG) li s-au administrat intravenos 2x10° BCMA*MOLP-§ celule tumorale
umane de mielom multiplu care au fost concepute pentru a exprima, de asemenea, luciferaza de licurici
(celule MOLP-8-luciferaza). In ziua 12, soarecii au fost injectati intravenos cu 2x10° celule T care
exprima fie CAR de control, fie un CAR anti-BCMA (dupd cum este determinat de frecventa celulelor
care exprimd GFP, care este un marker pentru acele celule care au fost transduse cu CAR). Soarecilor
(n=5 per grup) li sa administrat 2x106 scFv CAR T irelevant (control scFv CAR), 2x10° anti-BCMA
CAR T care codificd 21581 scFv CAR sau 2x10° anti-BCMA CAR T care codificd 16747 scFv. Cresterea
tumorii a fost evaluatd pe parcursul experimentului prin méisurarea bioluminiscentei tumorii (BLI) la
animalele anesteziate. Ca martor pozitiv, unui grup de soareci (n=>5) 1 sa administrat numai celule MOLP-
8-luciferazei, dar nu si celule T. Pentru a mésura nivelurile de fond BLI, un grup de soareci (n=5) au fost
netratate si nu au primit tumori sau celule T.

Masurarea cresterii tumorii xenogenice: imagistica BLI a fost utilizatd pentru a mésura sarcina
tumorald. Soarecilor 1i s-a injectat IP cu 150 mg/kg de substrat de luciferazd D-luciferind suspendati in
PBS. La cinci minute dupa aceastd injectie, imagistica BLI a soarecilor a fost efectuatd sub anestezie cu
izofluran folosind sistemul Xenogen I VIS. Achizitia imaginii a fost efectuatd cu campul vizual la D,
inaltimea subiectului de 1,5 em si nivel mediu de binning cu timpul de expunere automat determinat de
Living Image Software. Semnalele BLI au fost extrase folosind software-ul Living Image: regiunile de
interes au fost desenate in jurul fiecdrei mase tumorale si intensitétile fotonilor au fost inregistrate ca
p/sfcm2/sr.

In timp ce tumorile BCMA * MOLP-8-luciferaza au crescut progresiv la soarecii care au primit
celule T scF'v CAR irelevante, celulele T CAR care codificd 21581 scI'V CAR si 16747 scFv CAR au
redus sarcinile tumorale la nivelurile de fond la toate animalele. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6

de mai jos.
Tabelul 6: Dimensiunea medie a tumorii (dupa stralucire) la diferite momente de timp

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 12 zile dupa implantare
Tratament (medie + SEM)

Fard tumoare (fond BLI) 6.81 E+05 + 3.46E+04

Farda CAR T (control pozitiv) 1.51E+06 = 7.81 E+04

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 cells|1.72E+06 + 1.33E+05
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Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x100|1.46E+06 + 1.01 E+05

cells

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x100[1.32E+06 + 5.86E+04

cells

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 18 zile dupa implantare
Tratament (medie + SEM)

Fard tumoare (fond BLI) 7.61 E4+05 £ 2.73E+04

Farda CAR T (control pozitiv) 2.01E+07 + 8.14E+05

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 cells2-11 E+07 + 3.02E+06
Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x1005.37E+06 = 9.01 E+05

cells

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x10006.98E+06 + 9.57E+05

cells

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 25 zile dupa implantare
Tratament (medie + SEM)

Fard tumoare (fond BLI) 7.20E+05 + 2.31E+04

Farda CAR T (control pozitiv) 5.93E+07 = 7.71 E+06

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 cells|6.40E+07 = 1.71E+07
Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x100[7.50E+05 + 4.63E+04

cells

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x1000.77E+05 +7.41 E+04

cells

CART Stralucire [p/s/cm22/sr] 32 zile dupa implantare
[Iratament (medie + SEM)

Fard tumoare (fond BLI) 6.85E+05 + 3.99E+04

Farda CAR T (control pozitiv) IAnimale eutanasiate

Control CAR T (Irelevant scFv) 2x100 cellsjAnimale cutanasiate
Anti-BCMA CAR (21581 scFv) 2x100/6.28E+05 + 3.75E+04

cells

Anti-BCMA CAR (16747 scFv) 2x10006.82E+05 + 2.35E+04
cells

Exemplul 6: Celulele CAR-T specifice BCMA mediaza citoliza celulelor care exprima
BCMA

Celulele T CD3" au fost izolate din celulele mononucleare din sangele periferic uman (PBMC),
stimulate cu microbile CD3/CD28 plus 100 U/ml IL-2 umani recombinati si transduse cu lentivirus la un
MOI=5, asa cum s-a discutat mai sus in Exemplul 2. Celulele transduse au fost extinse timp de 3
sdptimani cu microbile CD3/CD28 plus 100 U/ml IL-2 umana recombinatd inainte de a stabili un test
citolitic.

Pentru a determina capacitatea citoliticd a celulelor T receptorului de antigen himeric (CAR)
vizat de BCMA, a fost efectuat un test citolitic utilizand celule CAR-T extinse si diferite linii de celule
tintd tumorale care exprima niveluri variabile de BCMA. In ziua 21 de expansiune, celulele CAR-T
expandate au fost co-cultivate in triplicat in diferite rapoarte cu linii celulare tinti BCMA+ marcate cu
calceind. Fiecare linie celulard tintd a fost recoltatd si resuspendati la o densitate de 2x10%/ml nainte de a
adduga colorant calceind-AM la o concentratie de 8 uM timp de 35 de minute la 37°C. Dupa marcarea cu
calceind, celulele tintd au fost spilate de doud ori pentru a indepédrta calceina suplimentard. Ulterior,
celulele T si celulele tintd au fost co-cultivate pe o placd cu fund rotund cu 96 de godeuri in diferite
rapoarte si cultivate la 37°C timp de 2,5 ore cand a fost recoltat supernatantul de culturd. Pentru un
control negativ, celulele tintd au fost co-cultivate cu celule T generate folosind un CAR similar proiectat
sd contind un scFv irelevant care nu recunoaste BCMA. Ca un control suplimentar CAR negativ, au fost
utilizate celule T netransduse si expandate de la acelasi donator normal sinitos. Ca control pentru
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distrugerea mediatd de celulele CAR-T specifice antigenului, linia celulard tintd a leucemiei mieloide
cronice K562 a fost utilizatd deoarece aceastd linie celulard este negativd pentru expresia BCMA. Pentru
a determina dacd calceina este eliberatd spontan din liniile celulare tintd H-929 si MOLP-8, fiecare linie
celulara a fost cultivatd in absenta celulelor CAR-T. Pentru a determina eliberarea maxima posibild de
calceina, liniile de celule tintad au fost cultivate si lizate folosind mediu Optmizer care a fost suplimentat
pentru a contine 1% detergent Triton™ X-114. In supernatant, nivelurile relative de calceind au fost
masurate utilizand un cititor de placi Viktor X4 si citotoxicitatea procentuald a fost calculatd ca ((semnal
Calceind - Eliberare spontand de Calceind) / (Eliberare maximi de Calceind - Eliberare spontand de
Calceind))*100.

Dupéd cum se aratd in tabelele 7A-7C, mai jos, culturile constand din celule T CAR+ tintite
BCMA generate folosind scFv 21581 si 16747 au indus citoliza robustd a celulelor tintd H-929 si a
celulelor tinti MOLP-8. In comparatie cu celulele H-929, a fost observat un nivel mai scizut de
citotoxicitate impotriva celulelor MOLP8. Acest rezultat este explicat prin H-929 care exprimé niveluri
mai mari de antigen BCMA decit celulele MOLP-8. Pentru fiecare culturd de celule CAR-T tintitd de
BCMA, cel mai mare grad de citotoxicitate a fost observat impotriva celulelor H-929, iar celulele CAR-T
tintite de BCMA proiectate cu scFv 16747 au produs cea mai mare magnitudine de citotoxicitate
impotriva ambelor linii celulare tintd. Atat celulele T netransduse si extinse (MOI 0), cét si celulele CAR-
T irelevante (17363), atunci cand au fost co-cultivate cu celule tintd la un raport maxim de 50 de celule T
la o celuld tintd, nu au reusit sd provoace nicio citolizd a MOLP celule tintd -8 si H-929. Acest rezultat
ilustreaza faptul cd citoliza este observatd numai atunci cand structura CAR contine scFv care recunoaste
BCMA (de exemplu, din mAb21581 si mAb16747). In plus, celulele CAR-T vizate de BCMA au
demonstrat o citotoxicitate neglijabild fatd de celulele K562 cérora le lipseste expresia BCMA, ceea ce
indica faptul ci expresia BCMA este necesard pentru ca citoliza sa fie observata.
Tabelul 7A: Citoliza celulelor CAR-T dirijati de BCMA

CAR-T celul[ / celula tinitita
T efector: Raport celula tinta 21581/MOLP8 [R1581/H929 [16747/MOLP8 [16747/H929

medie  [SD medie  [SD medie  |SD medie [SD
50 9.1 2.0 22.3 0.7 14.0 1.5 29.3 1.8
25 3.7 0.8 10.0 0.9 10.9 2.0 19.4 3.4
12.5 1.6 0.6 3.9 1.4 8.2 0.9 9.3 3.2
6.25 0.6 0.5 1.7 0.7 5.8 1.3 4.2 2.6
3.13 -1.5 0.3 0.0 1.1 2.2 0.9 2.9 2.4
1.56 0.3 0.5 -0.9 2.4 0.2 0.7 1.8 2.3
0.78 -1.3 2.2 -0.7 0.5 -2.9 0.5 0.9 1.7

SD: abatere standard

Tabelul 7B: Citoliza celulelor CAR-T dirijata de BCMA
CAR-T celula / Celula tintita

T efector: Rapor17363 HPV16/ MOLPS [17363 HPV16/ H929 P1581/K562 [16747/ K562
celula tinta medic SD medic SD medic |SD medic  |SD
50 3.1 17 0.8 12 bo |11 pBs5 |14
SD: abatere standard

Tabelul 7C: Citoliza celulelor CAR-T dirijati de BCMA
CAR-T celula/ celula tinta

T efector: Raport celula tinta  |[CAR Neg T cells/ MOLPS CAR Neg T cells/ H929
medie SD medie SD

50 -1.4 2.0 -0.5 1.5

SD: abatere standard
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Exemplul 7: Citotoxicitatea ex vivo a celulelor CAR-T vizate de BCMA in miaduva osoasa
derivata de la pacient cu mielom multiplu

Celulele T CD3+ au fost izolate din celulele mononucleare din sangele periferic uman (PBMC),
stimulate cu microbile CD3/CD28 plus 100 U/ml IL-2 uman recombinati si transduse cu lentivirus la un
MOI=5, asa cum s-a discutat mai sus in Exemplul 2. Celulele transduse au fost extinse timp de 3
sdptdmani cu microbile CD3/CD28 plus 100 U/ml IL.-2 umana recombinatd inainte de a stabili un test de
citotoxicitate.

La recoltare, celulele CAR-T in expansiune au fost spilate si resuspendate in mediu complet
(RPMI suplimentat cu 10% FBS, 100 U/mL penicilind, 100 ug/ml streptomicina si 292 ug/ml L-
glutamina). Mdduva osoasa de la pacientii cu mielom multiplu a fost dezghetata si resuspendatd In mediu
complet. Celulele stromale HS-5 au fost placate in pldci cu fund plat cu 96 de godeuri la 10000 celule per
godeu si incubate peste noapte. Celulele T si mdduva osoasd derivatd de la pacient au fost addugate in
godeurile care contin stromald la diferite rapoarte E:T (titrari de 2 ori incepand de la E:T=10:1) si
cultivate la 37°C timp de 12 ore. Ca martor negativ CAR, au fost utilizate celule T netransduse si
expandate de la acelasi donator normal sdnatos.

Dupa 12 ore, supravietuirea blastelor de mielom multiplu a fost determinaté utilizand citometrie
in flux. Celulele au fost colorate cu un cocktail de anticorpi conjugati cu fluorofor (anti-CD4, anti-CD8,
anti-CD16, anti-CD45, anti-CD90, anti-CD138 si anti-SlamF7) in BD Horizon Brilliant Stain Buffer timp
de 30 de minute la 4°C. Celulele au fost spilate o datad in PBS si colorate cu LIVE/DEAD Fixable Dead
Cell Stain timp de 20-30 de minute la 4°C urmate de doud spélari in PBS si resuspendate in tampon
Miltenyi AutoMacs rece. Granulele CountBright au fost addugate la probe pentru a cuantifica numaérul
absolut de celule per godeu. Probele au fost analizate pe un citometru de flux BD FortessaX20.
Supravietuirea blastelor de mielom multiplu au fost inchise ca vii singur CD4-/CD8-/SlamF7+/CD138+.
Supravietuirea procentuald a fost calculatd ca numdr absolut de blaste vii de mielom multiplu In proba
tratatd normalizatd pentru celule vii de mielom multiplu in martorul netratat.

Culturile constand din celule T CAR+ tintite de BCMA generate folosind mAb21581 VH/VL au
indus citoliza specificd tintd robustd a blastelor de mielom multiplu de la 2 pacient nou diagnosticat si 1
pacient recidivat. La raportul E:T 10:1, 87-94% din blastele de mielom multiplu au fost lizate. Celulele T
netransduse si expandate (MOI 0) au lizat 34-0% din blaturile de mielom multiplu. Acest rezultat
demonstreaza capacitatea celulelor CAR+ T vizate de BCMA de a liza puternic blastele de mielom
multiplu derivate de pacient intr-un mod specific tintd. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8 de mai
jos.

Tabelul 8: % de supravietuire a blastelor de mielom multiplu in citoliza celulelor CAR-T
directionata de BCMA

Proba ID MM453 MM511 MM455

Statusul bolii Diagnosticat recent Diagnosticat recent recidivat

% MM blaste 25% 38 % 90 %

BCMA ABC on MM (12302 2631 46925

T celula:Raport celulaBCMA control T [BCMA CAR-T control BCMA CAR-T control
tinta CAR-T T T
10 7 66 11 85 13 156
5 15 66 19 91 32 155
2.5 23 90 28 82 81 148
1.25 49 (77 37 92 81 104
0.625 82 92 56 92 98 112
0.312 108 92 100 100 08 102
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(§7) Revendicari:

1. Un receptor de antigen himeric specific pentru antigenul de maturare a celulei B (BCMA) care
cuprinde, de la capdtul N-terminal la capétul C-terminal:

(a) un domeniu de legare a ligandului extracelular care cuprinde un domeniu de legare a
antigenului anti-BCMA;

(b) o balama;

(¢) un domeniu transmembranar; si

(d) un domeniu citoplasmatic cuprinzand un domeniu costimulator de la 4-1BB si un domeniu de
semnalizare de la CD3zeta; In care domeniul extracelular de legare a ligandului este un domeniu anti-
BCMA cu un singur lant variabil (scFv) care cuprinde o regiune variabild a lantului usor (LCVR) si o
regiune variabild a lantului greu (HCVR) unite printr-un linker, in care LCVR cuprinde domenii LCDRI1-
LCDR2-LCDR3 stabilite In SECV ID NR: 60-62-64, respectiv, iar HCVR cuprinde domenii HCDR1-
HCDR2-HCDR3 stabilite in SECV ID NR: 52-54-56, respectiv

2. Receptorul de antigen himeric conform revendicarii 1, in care linkerul cuprinde o secventa de
aminoacizi selectatd din grupul constand din SECV ID NR: 93-96.

3. Receptorul de antigen himeric conform revendicarii 1 sau 2, In care LCVR cuprinde secventa
de aminoacizi a SECV ID NR: 58 si HCVR cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 50.

4. Receptorul de antigen himeric conform oricireia dintre revendicérile 1-3, In care:

(a) balamaua cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 97,

(b) domeniul transmembranar cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 98;

(¢) domeniul costimulator cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 99; sau

(d) domeniul de semnalizare cuprinde secventa de aminoacizi a SECV ID NR: 100.

5. Receptorul de antigen himeric conform revendicirii 1, In care receptorul de antigen himeric
cuprinde secventa de aminoacizi din SECV ID NR: 88.

6. O moleculd izolatd de acid nucleic care codificd receptorul de antigen himeric conform
oricireia dintre revendicdrile 1-5, optional in care molecula de acid nucleic cuprinde o secventd de
nucleotide a SECV ID NR: 87.

7. Un vector cuprinzand molecula de acid nucleic conform revendicdrii 6, in care, optional,
vectorul este un vector ADN, un vector ARN, o plasmidé, un vector lentivirus, un vector adenovirus sau
un vector retroviral.

8. O celuld cuprinzand o moleculd de acid nucleic conform revendicarii 6 sau un vector conform
revendicdrii 7, optional In care celula este o celuld T umana.

9. O celuld modificatd cuprinzdnd un receptor de antigen himeric conform oricareia dintre
revendicdrile 1-5.

10. Celula proiectatd conform revendicérii 9, in care:

(a) celula modificata este o celuld imunitar;

(b) celula modificatd este o celuld imund si celula imuni este o celuld efectoare imuni;

(¢) celula modificata este un limfocit T; sau

(d) celula modificatd este un limfocit T si limfocitul T este un limfocit T inflamator, un limfocit
T citotoxic, un limfocit T reglator sau un limfocit T helper, optional un limfocit T citotoxic CD8+.

11. O populatie de celule modificate, care poate fi obtinuta prin

(a) furnizarea unei populatii de celule imune, care au fost obtinute de la un subiect;

(b) introducerea in celulele imune a unei molecule de acid nucleic care codifica un receptor de
antigen himeric conform oricéreia dintre revendicéarile de la 1 1a 5;

(c) cultivarea celulelor imune in conditii pentru a exprima moleculele de acid nucleic; si
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(d) izolarea celulelor imune care exprima receptorul de antigen himeric la suprafata celulelor.

12. O compozitie farmaceuticd care cuprinde una dintre:

(a) o celuld T umand modificatd genetic si un purtitor acceptabil farmaceutic, in care celula T
umand modificatd genetic cuprinde un receptor de antigen himeric conform oricéreia dintre revendicarile
1-5; sau

(b) o celuld proiectatd conform revendicérii 9 si un purtator acceptabil farmaceutic; sau

(c) o celuld proiectata conform revendicarii 10 si un purtator acceptabil farmaceutic.

13. Celula modificatd conform revendicdrii 10, sau populatia de celule modificate conform
revendicdrii 11, pentru utilizare 1n tratamentul unui cancer care exprimd BCMA la un subiect, de
preferintd un subiect uman, prin asigurarea imunitatii antitumorale la subiect, in care celulele sunt
administrate intr-o cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic pentru a (a) spori activitatea
limfocitelor T la subiectul primitor sau (b) stimula un rdspuns imun mediat de celule T la o populatie de
celule tintd sau la un tesut la subiectul primitor.

14. Celulele modificate sau populatie de celule modificate pentru utilizare conform revendicarii
13, in care cancerul este mielom multiplu, leucemie limfoblasticd acutd din linia B, leucemie limfocitara
cronicd cu celule B, limfom non-Hodgkin cu celule B, leucemie si limfom acut. leucemie limfoblastica,
limfom Hodgkin sau leucemie limfoblasticd acuta din copilarie.

15. O metodd de proiectare a unei populatii de celule pentru a exprima un receptor de antigen
himeric, cuprinzand:

(a) furnizarea unei populatii de celule imune, care au fost obtinute optional de la un subiect;

(b) introducerea in celulele imune a unei molecule de acid nucleic care codificd un receptor de
antigen himeric al oricdrui receptor conform revendicérilor 1-5;

(¢) cultivarea celulelor imune in conditii pentru a exprima molecula de acid nucleic; si

(d) izolarea celulelor imune care exprima receptorul de antigen himeric la suprafata celulelor.
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