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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de titular)

EXPUNEREA SECVENTELOR

Cererea de fatd contine o listare a secventelor, care a fost depusa electronic si este prin aceasta
incorporati prin referintd in intregime.

DOMENIUL INVENTIEI

Inventia de fatd se referd la o celuld care cuprinde un receptor al unui antigen costimulator himeric
(CoStAR) util in terapia celulard adoptiva (ACT). CoStAR poate actiona ca modulator al activititii celulare,
intensificand raspunsurile la antigeni definiti. Inventia de fatd furnizeaza de asemenea proteine CoStAR,
acizi nucleici care codificd CoStAR si utilizdri terapeutice ale acestora.

FONDUL INVENTIEI

Terapia celulard adoptiva (ACT) utilizénd celule T pentru a media regresia cancerului a prezentat
multe promisiuni in studiile clinice timpurii. Cateva abordari generale au fost adoptate, cum ar fi utilizarea
de limfocite reactive la tumoare naturale sau limfocite infiltrante in tumoare (TIL), extinse in vivo. In plus,
celulele T pot fi modificate genetic pentru a le re-tinti citre antigeni tumorali definiti. Aceasta poate fi
realizatd prin transferul genic al receptorilor celulelor T (TCR) specifici complexului de
histocompatibilitate (p)-major (MHC), sau fuziuni sintetice dintre fragmentul de anticorp monocatenar
specific pentru tumoare (sckFv) si domeniile de semnalizare ale celulelor T (de ex. CD3{), ultimele fiind
denumite receptori ai antigenilor himerici (CAR).

Transferul TIL si TCR s-a dovedit in special bun atunci cand s-a {intit melamomul (Rosenberg et
al. 2011; Morgan 2006), In timp ce terapia CAR s-a aritat mult mai promititoare in tratamentul
malignitatilor celulelor B (Grupp et al. 2013).

Succesul terapiei CAR 1n leucemie a fost atribuit partial incorpordrii domeniilor costimulatoare
(de ex. CD28 sau CD137) in constructul CAR, ale cdror semnale sunt sinergice cu semnalul furnizat de
CD3( pentru a intensifica activitatea anti-tumorald. Baza pentru aceastd observatie se referd la paradigma
clasica semnal 1/semnal 2 a activérii celulelor T. Aici, semnalul 1, furnizat de complexul TCR, este sinergic
cu semnalul 2 furnizat de receptorii costimulatori, cum ar fi CD28, CD137 sau CD134, pentru a permite
celulelor sd sufere extinderea clonald, productia de I1.2 si supravietuirea pe termen lung fara activarea mortii
celulare induce (AICD) asociate doar cu semnalul 1. In plus, implicarea semnalului 2 intensificd semnalul
generat prin semnalul 1, permitdnd celulelor sa rdspunda mai bine interactiunilor cu aviditate scdzutd, cum
ar i cele intalnite 1n timpul raspunsurilor anti-tumorale.

Co-stimularea tintitd va avea efecte benefice pentru terapiile celulare T care nu se bazeazi pe CAR.
De exemplu, incorporarea de domenii co-stimulatoare intr-un TCR himeric s-a ardtat cd intensifica
raspunsurile celulelor T fata de pMHC (Govers 2014). In timp ce limfocitele infiltrante in tumoare (TIL-
urile) 1si utilizeazd TCR endogeni pentru a media recunoasterea tumorii, nu a fost posibild manipularea
TCR endogeni. Astfel, TIL sunt supuse unor limitari substantiale, deoarece celulele tumorale exprima foarte
putini liganzi costimulatori. Capacitatea de a induce costimularea tintitd a TIL, sau intr-adevir a oricarui
produs de terapie celulard T adoptiva, ar fi benefica.

REZUMATUL INVENTIEI

CoStAR-ii si celulele care cuprind sau care exprima CoStAR-, asa cum au fost descrisi aici, sunt
benefici pentru terapiile care nu se bazeazd pe CAR, si care se bazeazd pe CAR, deopotrivd. Inventia de
fata utilizeaza celule In conformitate cu revendicarea 10, care exprima un nou receptor costimulator himeric
in conformitate cu revendicarea 1, pentru a furniza un semnal costimulator celulelor T dupd angajarea cu
un antigen definit asociat cu o boald, de exemplu asociat cu o tumoare. Au existat cAteva comunicéri in care
semnalul | si semnalul 2 impaértite au fost utilizate pentru a dirija rdspunsurile specifice pentru antigen in
celulele T manipulate (Alvarez-Vallina & Hawkins 1996). Cu toate acestea, nici una nu a utilizat molecula
CD28 de lungime completd. Exista cateva avantaje specifice la utilizarea receptorilor de lungime completa,
cum ar fi CD28, in opozitie cu formele trunchiate. CD28 de lungime completd este dimer, permitand ca
receptorul sd functioneze in forma nativd a acestuia; Intr-adevir, receptorii antigenului himeric nu pot
functiona optim atunci cand sunt exprimati sub formd de monomer (Bridgeman et al. 2010). Inventia
furnizeazd de asemenea un receptor costimulator tintit in conformitate cu revendicarea 1, care induce
semnalul 2 dupd angajarea cu un antigen asociat cu un cancer, sau asociat cu o tumoare. Molecula de CD28
de lungime completa contine motive critice pentru functia nativa a acesteia de a lega membri ai familiei de
receptori B7; desi acest fapt este potential periculos din perspectiva CAR care poartd receptorii CD28 si
CD3( 1n tandem, in care legarea CAR de céitre B7 ar putea declansa activarea celulelor T, existd calitdti
benefice pentru receptorii care poartd doar receptorii semnalului 2.

Inventatorii de fata au aratat cd limfocitele T (celulele T), pot fi manipulate pentru a exprima un
CoStAR (receptor costimulator al unui antigen), pentru a augmenta activarea celulelor T dupa angajarea
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cu un antigen asociat cu o tumoare definitd. Inventatorii aratd ci activarea celulelor T, asa cum a fost
mdsuratd prin secretia de IFNy si IL-2, de un mitogen de semnal 1 (OKT3), este intensificatd atunci cand
celulele manipulate sunt de asemenea ldsate sd primeascd semnalul 2 prin CoStAR dupd angajarea cu
antigenul CEA asociat cu tumoarea. Astfel, Intr-un prim aspect, inventia de fatd furnizeaza un receptor
costimulator recombinat al unui antigen (CoStAR) in conformitate cu revendicdrile precedente.

CoStAR este proiectat astfel incat legarea CoStAR la antigenul tumoral desemnat al acestuia sa
aibd ca rezultat activarea receptorului, si furnizeazd un semnal costimulator pentru a augmenta semnalele
concurente mediate de semnalul 1 furnizate printr-un TCR recombinat, receptor de antigen himeric (CAR),
sau TCR endogen. Antigenul tumoral poate fi un antigen asociat cu tumoarea, cum ar fi cei din familia de
molecule de antigeni de cancer testicular sau onco-fetal, cum ar fi CEA sau 5T4, si tintirea utilizand un
fragment de anticorp cu o singurd catend. Ca alternativa, antigenul tumoral poate fi prezentat sub forma de
peptidd prin MHC, si tintit utilizdnd un fragment de anticorp monocatenar specific pMHC sau TCR
monocatenar.

fn anumite aranjamente descrise aici, domeniul de semnalizare cuprinde un receptor costimulator
de lungime completd (intreaga secventd de proteind, fard peptida de semnal), incluzand, dar nelimitdndu-
se la, CD2, CD9, CD26, CD27, CD28, CD29, CD38, CD40, CD43, CD46, CD49d, CD55, CD73, CD81,
CD82,CD99, CD100, CD134 (0X40), CD137 (41BB), CD150 (SLAM), CD270 (HVEM), CD278 (ICOS),
CD357 (GITR), sau EphB6. In inventia de fatd, CoStAR cuprinde un prim segment intracelular cuprinzand
un domeniul de semnalizare intracelular al CD28, si un al doilea segment intracelular, cuprinzand un
domeniu de semnalizare intracelular al CD40.

Domeniul costimulator poate consta doar dintr-un domeniu de receptor, sau multiplu in tandem
(adicd, un receptor de fuziune), in care fiecare domeniu este legat direct sau printr-un linker flexibil de pana
la 50 de aminoacizi lungime. In anumite variante de realizare, domeniul de semnalizare cuprinde un
fragment al unui receptor costimulator de lungime completd, in care fragmentul este eficace pentru
dimerizare. Poate exista un linker care leagd fragmentul de anticorp cu lant unic la domeniul de semnalizare.
Acest linker, dacd este prezent, poate avea o lungime de 1-50 de aminoacizi. Limfocita poate fi o celuld T,
incluzand o limfocitd care se infiltreaza intr-o tumoare (TIL), o celuld T reglatoare (Treg), sau o celuld T
primar, sau o celuld NK. In plus fatd de CoStAR, limfocita, celula T sau celula NK pot include un receptor
recombinat al celulei T (TCR) sau un receptor himeric al unui antigen (CAR).

Un individ cu suficientd experientd stie cd identificarea punctului exact la care peptida de semnal
este clivatd din proteina maturd este dificil de determinat cu acuratete, si desi poate f1 aplicat un software
de predictie, matisarea (splicing) artificiald a secventelor din amontele proteinei mature poate crea noi
situsuri pentru peptidazele de peptidd de semnal, astfel termenul ,lungime completd” din acest document
implicd proteina maturd cu deletii sau mutatii de pand la 5 aminoacizi chiar la capatul N terminal al proteinei
mature, un proces critic pentru matisarea optimd a domeniului costimulator intr-un receptor himeric.
Aceasta este o distinctie clard de secventele anterioare publicate, cum ar fi cele utilizate in Lanitis et al
(2013), unde doar domeniul intracelular al CD28 a fost utilizat, cu utilizarea unui domeniu transmembranar
al CD28, si in Krause et al. (1998), In care a fost utilizat un domeniu al unui receptor CD28 trunchiat, care
a fost trunchiat la motivul IEV.

Se descrie de asemenea aici o secventd de acizi nucleici care codifici CoStAR asa cum a fost
descris mai sus si aici.

Se descrie de asemenea aici un vector care cuprinde o secventa de acizi nucleici in conformitate
cu secventa de acid nucleic care codificd CoStAR si, dacd este prezentd, o secventd de acizi nucleici al TCR
si/sau al CAR.

Se descrie de asemenea aici o metoda de fabricare a unei limfocite, sau a unei celule T sau NK, in
conformitate cu dezviluirea de aici, care cuprinde etapa de introducere a unui acid nucleic care codifica
CoStAR sau a vectorului in limfocita.

Se descrie de asemenea aici o compozitie farmaceutici care cuprinde un vector In conformitate cu
ceea ce a fost dezviluit aici, sau o limfocita (incluzand o celula T sau NK) In conformitate cu ceea ce a fost
dezviluit aici, Impreund cu un purtitor, diluant sau excipient farmaceutic acceptabil, precum si utilizarile
terapeutice ale acesteia.

Se descrie de asemenea aici o celuld, de ex. o limfocitd, incluzind o celuld T sau NK, in
conformitate cu ceea ce a fost dezviluit aici, sau un vector in conformitate cu ceea ce a fost dezviluit aici,
incluzand pentru utilizare n terapia celulard adoptiva.

Se descrie de asemenea aici o limfocitd, incluzind o celuld T sau NK, in conformitate cu ceea ce
afost dezviluit aici, sau un vector in conformitate cu ceea ce a fost dezviluit aici, incluzand pentru utilizare
intr-o metoda de tratare a cancerului.
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Se descrie de asemenea aici utilizarea unei limfocite in conformitate cu ceea ce a fost dezviluit
aicl, sau utilizarea vectorului in conformitate cu ceea ce a fost dezviluit aici, In fabricarea unui medicament
pentru tratarea cancerului.

Se descrie de asemenea aici o limfocitd in conformitate cu ceea ce a fost dezvaluit aici, un vector
in conformitate cu ceea ce a fost dezvaluit aici sau o compozitie farmaceuticd asa cum a fost dezviluita
aici, pentru utilizare in tratamentul cancerului.

In anumite aranjamente descrise aici, receptorul CoStAR cuprinde un receptor CD28 de lungime
completd asa cum a fost definit aici. In unele aranjamente (dar nu revendicate toate), CoStAR cuprinde un
domeniul de legare a antigenului asociat cu tumoarea, fuzionat cu: un domeniu de semnalizare de fuziune
cuprinzand sau constand din, CD28 umand de lungime completd, cum ar fi cea aritatd in SEQ ID NO:2 sau
o variantd a acestuia avand cel putin 80% identitate a secventei la nivel de secventd; si un alt fragment
selectat dintre: domeniul intracelular de la CD137 uman, cum ar fi cel arétat in SEQ ID NO:4 sau o varianta
a acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de secventd; domeniul intracelular
de la CD134 uman, cum ar fi cel ardtat in SEQ ID NO:5 sau o variantd a acestuia avand cel putin 80% sau
90% identitate a secventei la nivel de secventd; domeniul intracelular de la CD2 uman, cum ar fi cel aratat
in SEQ ID NO:6 sau o variantd a acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de
secventd; domeniul intracelular de la CD29 uman, cum ar fi cel ardtat in SEQ ID NO:7 sau o variantd a
acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de secventd; domeniul intracelular de
la GITR uman, cum ar fi cel ardtat in SEQ ID NO:8 sau o variantd a acestuia avand cel putin 80% sau 90%
identitate a secventei la nivel de secventd; domeniul intracelular de la IL.2Ry uman, cum ar fi cel ardtat in
SEQ ID NO:9 sau o variantd a acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de
secventd, domeniul intracelular de la CD40 uman, cum ar fi cel aratat in SEQ ID NO: 10 sau o varianti a
acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de secventd; domeniul intracelular de
la CD150 umand, cum ar fi cel ardtat in SEQ ID NO: 11 sau o variantd a acestuia avand cel putin 80% sau
90% identitate a secventei la nivel de secventd sau domeniul intracelular de la CD2 umani si de la CD40
umand, cum ar fi cel ardtat in SEQ ID NO: 12 sau o variantd a acestuia avand cel putin 80% sau 90%
identitate a secventei la nivel de secventd. Intr-o variantd de realizare a inventiei de fatd, un CoStAR
cuprinde: (1) un domeniu de semnalizare cuprinzand sau constand din CD28 umand de lungime completa
cu SEQ ID NO:2 sau o variantd a acesteia avand cel putin 80% identitate a secventei la nivel de secventa
in care mentionata CD28 umand de lungime completd nu cuprinde peptida de semnal si optional nu are
panid la 5 aminoacizi de la capdtul N terminal al proteinei receptor mature odatd ce peptida de semnal a
acestuia a fost clivatd, si (i1) domeniul intracelular de la CD40 umana asa cum a fost aratat in SEQ ID NO:
10, sau o varianta a acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de secventd, in
care domeniul intracelular de 1a CD40 umand sau o variantd a acestuia are activitate functionald ca domeniu
de semnalizare intracelulard a CD40. In unele aranjamente, varianta uneia dintre fragmentele descrise mai
sus nu are 1, 2, 3, 4, sau 5 sau pand la 10 resturi de aminoacizi N terminali cu referire la o secventd de
fuziune listatd mai sus.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Urmadtoarea descriere detaliatd, datd ca exemplu, dar care nu intentioneazd sd limiteze inventia
doar la variantele de realizare specifice descrise, poate fi inteleasd impreuna cu desenele Insotitoare.

Figura 1 - Organizarea structurald a receptorilor costimulatori unici si cu domeniu costimulator de
fuziune. O reprezentare schematica a receptorilor CoStAR prezentatd in revendiciri este ardtatd. Intai, un
CoStAR bazat pe un singur receptor costimulator, si in al doilea rdnd, un CoStAR constdnd dintr-un
domeniu de semnalizare al receptorului costimulator fuzionat cu un al doilea domeniu costimulator.

Figura 2 — Organizarea genomicd a configuratiilor CoStAR potentiale — CoStAR constd dintr-un
domeniu de legare a antigenului, un domeniu spatiator optional si un domeniu costimulator asa cum a fost
ardtat in figurd si descris In revendicari. CoStAR poate fi exprimat: A) singur dintr-un promotor, cu CoStAR
constand din un singur receptor costimulator (Ai), sau dintr-un receptor costimulator de fuziune (Aii); B)
poate fi exprimat cu o etichetd de epitop (de ex. His tag, DYKDDDDK (SEQ ID NO: 14) etc.) la capetele
N sau C terminal, pentru a permite colorarea directd a CoStAR; C) impreund cu o gend marker separata
utilizand o secventd de clivaj 2A sau un situs de intrare ribozomal intern (IRES); D) impreund cu o gena
marker care este exprimata dintr-un al doilea promotor; E) impreund cu o proteind de interes, cum ar fi un
receptor de antigen himeric sau un receptor al celulei T separate utilizand o secventd de clivaj 2A sau un
situs de intrare ribozomal intern (IRES); F) impreund cu o proteind de interes, cum ar fi un receptor al unui
antigen himeric sau un receptor al celulei T, care este exprimat dintr-un al doilea promotor. Ar fi clar pentru
un individ cu suficiente cunostinte cd CoStAR si gena marker/receptorul antigenului himeric/receptorul
celulei T/altd proteind de interes ar putea fi exprimate in orice orientare, sau in 3' (3-prim) sau in 5' (5-prim)
unul fatd de celalalt.
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Figura 3 — Activitatea functionald a CoStAR in celulele T ca rdspuns la antigenul prezentat pe
tumorile LS174T si LoVo. Populatiile de celule T donoare normale de la donorul 1 (A & D), donorul 2 (B)
si donorul 3 (C & E) au fost manipulate lentiviral pentru a exprima CoStAR, care tinteste antigenul carcino-
embrionar, si sortate magnetic pentru fiecare transgend utilizand selectia magneticd a CD34. Celulele T au
fost amestecate cu celule tumorale CEA+ nemanipulate de tip silbatic (tumoare neactivatoare) sau cu celule
tumorale CEA+ manipulate pentru a exprima un fragment de anticorp monocatenar anti-CD3 ancorat la
suprafata celulard (tumoare activatoare) la rapoartele indicate dintre efector si tintd, si IL -2 méasuratd in
supernatant prin ELISA. Datele obtinute utilizdnd celule LS174T (A, B & C)si LoVo (D & E).

Figura 4 - Efectul CoStAR asupra proliferarii celulelor T. 5x103 celule T transduse si netransduse
au fost amestecate cu 6,25x103 de celule LoVo de tip silbatic sau LoVo-OKT3 in prezenti de (A), sau in
absentd de (B) IL-2, si numérul de celule a fost determinat dupa trei zile. Intr-o altd analiza cu aceleasi
rapoarte de celule, celule T de la doi donori au fost incércate cu colorant de proliferare, si numarul de cicluri
de proliferare prin care celulele au trecut, a fost determinat prin diluarea colorantului dupé sase zile,
utilizand citometrie 1n flux.

Figura 5 — Activitatea IL-2 a receptorilor de fuziune CoStAR 1n celule T umane primare. Celule T
CD8+ donoare normale de la sapte donori (cu exceptia CoStAR martor de la trei donori), au fost transduse
lentiviral cu trei CoStAR care tintesc CEA, si productia de I1.-2 a fost evaluatd dupd o stimulare peste
noapte in prezentd de celule LoVo-OKT3. Productia de celule pozitive fatd de 1L-2 a fost determinata
utilizand colorarea In flux intracelulard atét in populatia CD34 negativd (CoStAR netransdusi), cat si in
populatia CD34+4+ (CoStAR transdusd). Asteriscurile aratd diferentele semnificative dintre populatii
utilizand testul rangului semnat Wilcoxon, cu * p<0,05

Figura 6A-6D — Analiza multi-parametru a activitatii CoStAR in celulele T umane primare. Celule
T CD8+ donoare normale au fost transduse lentiviral cu CoStAR indicati care tintesc CEA, si productia de
IL-2 a fost evaluatd dupa o stimulare peste noapte n prezentd de celule LoVo-OKT3. Proportia de celule
pozitive fatd de IL-2 (sapte donori) (Fig. 6A), IFNy (sapte donori) (Fig. 6B), bel-xL (cinci donori) (Fig. 6C)
s1 CD107a (sase donori) (Fig. 6D) a fost determinaté utilizand colorarea in flux intracelulard a populatiilor
CD34 negative (CoStAR netrandusd) si CD34+ (CoStAR transdusd). Martorul este CoStAR care tinteste
CA125 si este de la trei donori in toate cazurile. Hartile de cdldurd sunt medii ale tuturor donorilor, cu
intensitatea culorii asociatd cu procentul de celule pozitive pentru o citire particulard in conditiile definite.

Figura 7 - CD40 intensificd productia de IL-2 de la CoStAR pe bazid de CD28. Celule T umane
primare de la trei donori sdnétosi au fost ldsate netransduse, sau au fost transduse cu CD28 cu domeniul
extracelular trunchiat (Tr CD28), CD28 de lungime completd (FL. CD28), sau cu CD28. CoStAR pe baza
de CD40 care poartd un scFv specific pentru CEA (MFE23). Celulele transduse au fost selectate utilizand
o gend marker CD34 si extinse inainte de analizd. Celulele T au fost amestecate la un raport efector la tinta
de 8:1, cu celule LoVo CEA+ care exprimd OKT3 timp de 20 de ore inainte de analiza productiei de 1L -2
prin ELISA.

Figura 8 - Efectul domeniului de semnalizare si antigenului tintd asupra expansiunii celulelor T
mediate de CoStAR. Celulele T au fost transduse fie cu CoStAR-i pe bazd de CD28 cu etichetd de epitop
DYKDDDK (SEQ ID NO:14), sau de CD28.CD40, care poartd scFv specofoc pentru CA125, FolR sau
CEA, sau peptida de legare specificd a FolR. Celulele T au fost amestecate cu linia de celule OVCAR3
CA125+/FolR+/CEA care exprimd OKT3,. Numaérul de celule transduse a fost numérat la fiecare de la 7
zile 1a 21 de zile, cu celule OVCARS3 proaspete addugate dupa fiecare numaéritoare.

Figura 9 - (de la A la I). Efectul domeniului de semnalizare si al antigenului tintd asupra
expansiunii celulelor T mediate de CoStAR. Celulele T au fost transduse cu CoStAR pe bazd de
CD28.CD40 sau de CD28 ctichetat cu epitopul DYKDDDDK (SEQ ID NO: 14), care poartd scFv specific
pentru CA125, FolR sau CEA, sau peptida de legare specificd (C7) pentru FolR. Celulele T au fost
amestecate cu linia de celule OVCAR3 CAI125+/FolR+/CEA care exprimd OKT3. Numdirul de celule
transduse a fost numaérat la de la fiecare 7 zile 1a 21 de zile, cu celule OVCAR3 proaspete addugate dupa
fiecare numdratoare.

Figura 10 - (A si B) CoStARN pe bazd de CD40 intensificd stimularea celulelor T intr-un model
de transfer TCR. Celule umane primare T de la trei donori sénatosi au fost transduse cu un TCR specific
pentru CEA plus CoStAR pe bazd de CD28 etichetat cu DYDDDK sau de CD28.CD40 care poarta scFv-
uri specifice pentru MFE, (cercurile goale sau pline), sau pentru CA 125 (pétratele goale). Celulele T au fost
amestecate la un raport dintre efector si tintd de 1:1 cu celule HS08 CEA+/CA125- si colorarea intracelulard
pentru citokine a fost executata pentru a determina numdérul de celule T CD4+ sau CD8+ care raspund din
populatiile de TCR+/CoStAR+, TCR+/CoStAR-, TCR-/CoStAR+ si TCR-/CoStAR-. O ANOVA cu doua
cdi (testul Tukey) a fost executatd pentru a determina diferentele semnificative ale activitatii: *p>0,05, **
p>0,01, ¥** p>0,001, **** p>0,0001.
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DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Doar dacd nu a fost definit altceva, tofi termenii tehnici si stiintifici utilizati aici au aceeasi
semnificatie ca cea care este Inteleasd in mod obisnuit de un specialist din domeniu, céruia aceastd inventie
ii apartine.

RECEPTORUL DE ANTIGEN COSTIMULATOR (CoStAR)

Se furnizeaza aici receptori de antigen costimulatori recombinati (CoStAR) cuprinzand: (1) un
domeniu de legare a antigenului asociat cu o boald (in revendicdri, cancerul), sau asociat cu o tumoare; si
(i1) un segment de legare a ligandului extracelular al unei proteine receptor stimulator, si (iii) un prim
segment intracelular cuprinzand un domeniu de semnalizare intracelular al unei proteine receptoare, si (iv)
optional (dar in inventia nerevendicatd, neoptional), un al doilea segment intracelular cuprinzidnd un
domeniu de semnalizare intracelular al unei a doua proteine receptoare. in inventia de fatd, CoStAR este
asa cum a fost definit in revendicarea 1. In anumite aranjamente (si dupa cum a fost revendicat), segmentul
extracelular si primul segment intracelular cuprind segmente ale aceleiasi proteine receptoare. In anumite
aranjamente (nerevendicat), segmentul extracelular si primul segment intracelular cuprind segmente de la
proteine receptoare diferite. In anumite aranjamente, existd un domeniu transmembranar de interventie intre
un segment extracelular si primul segment intracelular. Aranjamente care cuprind un al doilea segment
intracelular optional si/sau un al treilea segment intracelular optional pot cuprinde suplimentar spatiatori
intre segmentele intracelulare. Intr-o forma simpld, un CoStAR asa cum a fost descris aici cuprinde un
fragment de anticorp monocatenar (scFv) fuzionat cu CD28 de lungime completd, care transmite un semnal
costimulator dependent de angajarea ScFv-ului cu antigenul inrudit al acestuia si/sau de angajarea CD28
cu ligandul inrudit al acestuia. Dupd cum se utilizeazd aici, ,,proteind de lungime completd” sau ,,receptor
de lungime completa”, se referd la o proteind receptoare, cum ar fi, de exemplu, o proteini receptoare CD28.
Termenul ,lungime completd” cuprinde proteinele receptoare care nu au de la 5 aminoacizi pand la 10
aminoacizi, de exemplu 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, sau 10 aminoacizi, de la capatul N terminal al proteinei
receptor mature odata ce peptida de semnal a acestuia a fost clivatd. De exemplu, In timp ce un situs de
clivaj specific al unei peptide de semnal N terminale a receptorului poate fi definit, variabilitatea in punctul
exact de clivaj a fost observatd. Termenul ,lungime completd” nu implicd prezenta sau absenta
aminoacizilor receptorilor peptidei de semnal N terminale. Intr-un aranjament, termenul "lungime
completd” (de ex. CD28 de lungime completd in conformitate cu anumite dezviluiri de aici), cuprinde
proteinele de receptor mature (de ex. CD28 1n conformitate cu anumite dezvaluiri de aici) care nu au peptida
de semnal N terminal care nu are pand la aproximativ 5, de exemplu 1, 2, 3, 4, 5, sau pani la 10 aminoacizi
de la capatul N terminal al proteinei receptor mature odatd ce peptida de semnal a acesteia a fost clivata.
SEQ ID NO. 2 araté proteina CD28 maturd, incluzand peptida de semnal. Dupd cum a fost mentionat mai
sus, un receptor CD28 de "lungime completd” In conformitate cu diferitele aranjamente descrise aici, nu
include peptida de semnal, si poate sd nu aibd pand la aproximativ 5, de exemplu 1, 2, 3, 4, 5, sau pand la
10 aminoacizi de la capétul N terminal al proteinei receptor mature (de ex. resturile N terminale N, K, I, L
si/sau V). Acest fapt este aratat in fuziunile exemplare, de ex. in SEQ ID No. 4-12 (observati cd acestea pot
sd nu aibd pand la aproximativ 5, de exemplu 1, 2, 3, 4, 5, sau pand la 10 aminoacizi de la capitul N terminal
al proteinei receptor mature asa cum a fost ardtat in regiunea incadrata).

CoStAR au o formd modulard, si pot fi construiti pentru a cuprinde domeniile extracelular,
transmembranar si intracelular obtinute de la una sau mai multe proteine, impreuna cu ScFv obtinut de la
un anticorp care se leaga la un antigen asociat cu o boald, de exemplu cu un antigen asociat cu o tumoare.

Asa cum a fost descris aici, un CoStAR cuprinde un receptor de antigen asociat cu o boald, de
exemplu asociat cu o tumoare, cum ar fi, dar nelimitdndu-se la, un scFv specific pentru un antigen asociat
cu o tumoare, si o proteind costimulatoare primard care este capabild de a se lega la ligandul inrudit al
acesteia si de a furniza un semnal intracelular. In anumite aranjamente, receptorul costimulator primar poate
fi o proteind cu o lungime mai putin decat completd, dar este suficient pentru a lega ligandul inrudit si a
transduce un semnal. In anumite aranjamente, domeniul receptorului costimulator este de lungime
completd, cum ar fi, dar nelimitdndu-se la, CD28 de lungime completa. Astfel, atit domeniul de legare
specific pentru antigen, ct si receptorul specific pentru ligand, sunt capabili de a lega un antigen Inrudit, si
un ligand inrudit, In mod corespunzitor. Figura 1 ilustreazd doud aranjamente ale constructilor CoStAR.
Ambii CoStAR cuprind un domeniu de legare a antigenului, un spatiator optional, si o proteind receptor
costimulator de lungime completd cuprinzand un segment de legare a ligandului si un domeniu de legare a
antigenului, si un domeniu de semnalizare intracelulara. Intr-un alt aranjament, un CoStAR cuprinde un
domeniu de legare a antigenului, un spatiator optional, o portiune de legare a ligandului extracelulard a unei
proteine receptoare costimulatoare, un domeniu transmembranar, si un domeniu de semnalizare intracelular
al unei a doua proteine receptor costimulator diferite. In anumite aranjamente, portiunea extracelulara de
legare a ligandului cuprinde o trunchiere CD28, de exemplu, o trunchiere CD28 C terminald dupa
aminoacizii IEV ca in SEQ ID NO: 13 si este urmari de un domeniu de semnalizare intracelular. in anumite
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aranjamente, domeniul de semnalizare intracelular este de la CD40. Transmembrana care separd domeniile
de semnalizare extracelular si de semnalizare intracelular pot fi de la, cu limitare, CD28, CD40. Prin
comparatia cu constructul din stdnga al figurii 1, constructul din figura 1 cuprinde suplimentar un al doilea
domeniu de semnalizare al receptorului intracelular si un spatiator optional. In aranjamente suplimentare,
CoStAR-ii pot cuprinde domenii costimulatoare aditionale, de exemplu un al treilea domeniu de
semnalizare intracelular costimulator, si din acest punct de vedere poate fi similar cu anumiti receptori de
antigen himeric (CAR), care au fost clasificati in de primd generatie (doar CD3(), a doua generatie (un
domeniu costimulator + CD3{), sau a treia generatie (mai mult de un domeniu costimulator + CD30).

Proteinele receptor costimulator utile in CoStAR-ii din dezvaluirea de fatd includ, fard limitare,
CD2, CD9, CD26, CD27, CD28, CD29, CD38, CD40, CD43, CD46, CD49d, CD55, CD73, CD81, CD82,
CD99, CD100, CD134 (0X40), CD137 (41BB), CD150 (SLAM), CD270 (HVEM), CD278 (ICOS),
CD357 (GITR), sau EphB6, care, sub forma naturald a acestora, cuprind domenii extracelulare de legare a
ligandului si domenii de transductie intracelulare a semnalului. In inventia de fatd, se utilizeaza CD28 si
CDA40. De exemplu, CD2 este caracterizatd ca moleculd de adeziune a celulei gésitd pe suprafata celulelor
T, si este capabild de a initia semnalele intracelulare necesare pentru activarea celulelor T. CD27 este
caracterizati ca glicoproteind transmembranara de tip 11, care apartine superfamiliei TNF (TNFSF), a cérei
exprimare pe celulele B este indusd de activarea antigen-receptor in celulele B. CD28 este una dintre
proteinele de pe celulele T, si este receptorul pentru liganzii CD80 (B7.1) si CD86 (B7.2) de pe celulele
care prezintd antigeni. Ligandul CD137 (4-1BB) se gédseste pe cele mai multe leucocite, si pe unele celule
non imune. Ligandul OX4 este exprimat pe multe celule care prezintd antigeni, cum ar fi DC-urile (celulele
dendritice), macrofagele si limfocitele B. Intr-un aranjament, proteina costimulator receptoare este CD28
de lungime completd, asa cum a fost definitd aici.

fn aranjamentele descrise aici, un CoStAR poate fi exprimat singur sub controlul unui promotor
intr-o populatie terapeuticd de celule care au activitate terapeuticd, de exemplu, limfocitele care se
infiltreazd in tumoare (TIL-uri). Ca alternativd, CoStAR pot fi exprimati Impreund cu o transgend
terapeuticd, cum ar fi un receptor de antigen himeric (CAR), si/sau un receptor al celulelor T (TCR), de
exemplu, asa cum a fost descris in SEQ ID NOS:3-12 (se observd ci pot lipsi pana la aproximativ 5, de
exemplu 1, 2, 3,4, 5, sau pand la 10 aminoacizi la capatul N terminal al proteinei receptoare mature). Astfel,
dezviluirea de fatd se referd de asemenea la constructi de CoStAR avand o secventd asa cum a fost
prezentatd in oricare dintre secventele SEQ ID NOs:3-12, incluzénd una dintre aceste secvente care nu are
pani la aproximativ 5, de exemplu 1, 2, 3, 4, 5, sau pand la 10 aminoacizi la capétul N terminal al proteinei
receptoare mature). TCR si CAR adecvati sunt bine cunoscuti in literaturd, de exemplu TCR specifici pentru
HLA-A*02-NYESO-1 (Rapoport et al. Nat Med 2015) sau CAR de fuziune anti-CD19scFv.CD3(
(Kochenderfer et al. J Clin Oncol 2015), care au fost utilizati cu succes pentru a trata malignititile de
mielom sau ale celulelor B, In mod corespunzitor. CoStAR-ii descrisi aici pot fi exprimati cu orice CAR
sau TCR cunoscuti, furnizand astfel la celuld cu un comutator de crestere care poate fin reglat, pentru a
permite expansiunea celulei in vitro sau in vivo, si un mecanism de activare conventional sub formd de TCR
sau de CAR pentru activitatea anti-cancer. Astfel, dezviluirea de fatd furnizeaza o celuld pentru utilizare in
terapia celulard adoptiva, cuprinzdnd un CoStAR asa cum a fost descris aici si un TCR si/sau un CAR care
se leagd specific la un antigen asociat cu o tumoare. Un CoStAR exemplar cuprinzand CD28 include un
domeniu de legare a antigenului extracelular, si un domeniu de semnalizare extracelular, un domeniu de
semnalizare transmembranar, si un domeniu de semnalizare intracelular, care cuprind secventa de
aminoacizi prezentatd sub forma SEQ ID NO:2.

Termenul "domeniu de legare a antigenului” asa cum se utilizeazd aici, se referd la un fragment de
anticorp incluzand, dar nelimitdndu-se la, un diacorp, un Fab, un Fab’, un F(ab")2, un fragment Fv, un
fragment Fv stabilizat disulfuric, un (dsFv)2, dsFv (dsFv-dsFv') bispecific, un diacorp stabilizat disulfuric
(diacorp ds), o moleculd de anticorp cu o singurd catend (scFv), un dimer scFv (anticorp bivalent), un
anticorp multispecific format dintr-o portiune a unui anticorp cuprinzand una sau mai multe CDR-uri, un
anticorp cu domeniu unic camelizat, un nanocorp, un anticorp de domeniu, un anticorp de domeniu bivalent,
sau orice fragment de anticorp care se leagd la un antigen dar nu cuprinde o structurd de anticorp complet.
Un domeniu de legare a antigenului este capabil de a se lega la acelasi antigen la care anticorpul périnte,
sau un fragment de anticorp parinte (de ex., un scFv parinte), se leagd. In unele variante de realizare, un
fragment de legare a antigenului poate cuprinde una sau mai multe regiuni de determinare a
complementaritatit CDR-uri) de la un anticorp uman particular, grefat pe cadre (FR-uri) de la unul sau mai
multi anticorpi umani diferiti.

Domeniul de legare a antigenului poate fi facut specific pentru orice antigen asociat cu o boala,
incluzand, dar nelimitdndu-se la, antigeni asociati cu tumoarea (TAA) si antigeni asociati cu boli
infectioase. In anumite variante de realizare, domeniul de legare a ligandului este bispecific. Antigenii au
fost identificati In cele mai multe dintre cancerele umane, incluzdnd limfomul Burkitt, neuroblastomul,
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melanomul, osteosarcomul, carcinomul celulelor renale, cancerul de san, cancerul de prostata, carcinomul
de plamani si cancerul de colon. TAA includ, fara limitare, CD19, CD20, CD22, CD24, CD33, CD38,
CD123, CD228, CD138, BCMA, GPC3, CEA, receptorul pentru folat (FRa), mesotelina, CD276, gp100,
5T4, GD2, EGFR, MUC-1, PSMA, EpCAM, MCSP, SM5-1, MICA, MICB, ULBP st HER-2. TAA includ
suplimentar neoantigenii, complecsii peptida/MHC, si complecsii HSP/peptida.

fn anumite variante de realizare, domeniul de legare a antigenului cuprinde un receptor al celulelor
T sau un fragment de legare a acestora care se leagd la un complex specific pentru tumoare peptidi-MHC.
Termenul ,receptor al celulelor T”, sau ,,TCR”, se referd la un receptor heterodimeric compus din lanturi
af sau yd care formeaza perechi pe suprafata unei celule T. Fiecare dintre lanturile a, B, v, si § este compus
din doud domenii sub formd de Ig: un domeniu variabil (V) care conferd recunoasterea antigenului prin
regiunile de determinare a complementaritatii (CDR-uri), urmat de un domeniu constant (C) care este
ancorat la membrana celulard de cétre o peptidd conectoare, si o regiune transmembranard (TM). Regiunea
(TM) se asociaza cu subunitatile invariante ale aparatului de semnalizare CD3. Fiecare dintre domeniile V
are trei CDR-uri. Aceste CDR-uri interactioneazd cu un complex Intre o peptidd antigenicd legatd la o
proteind codificatd de complexul de histocompatibilitate major (pMHC) (Davis and Bjorkman (1988)
Nature, 334, 395-402; Davis et al. (1998) Annu Rev Immunol, 16, 523-544; Murphy (2012), xix, 868 p.).

fn anumite variante de realizare, domeniul de legare a antigenului cuprinde un ligand natural al
unei proteine exprimate de tumoare sau de fragmentul de legare a tumorii al acesteia. De exemplu,
receptorul 1 al transferinei (TfR1), cunoscut de asemenea si sub denumirea de CD71, este o proteina
homodimerd care este un reglator cheie al homeostaziei celulare a fierului si al proliferdrii celulare. Desi
TFR1 este exprimat la nivel scédzut intr-o largd varietate de celule, acesta este exprimat la nivele mai mari
in celulele care prolifereaza rapid, incluzénd celulele maligne, in care supraexprimarea a fost asociata cu
prognostic pur. Intr-una din variantele de realizare ale inventiei, domeniul de legare a antigenului cuprinde
transferind sau un fragment de legare a receptorului transferinei al acestuia.

fn anumite variante de realizare, domeniul de legare a antigenului este specific pentru un antigen
definit asociat cu o tumoare, cum ar fi, dar nelimitandu-se la, FRa, CEA, 5T4, CA125, SM5-1 sau CD71.
In anumite variante de realizare, antigenul asociat cu tumoarea poate fi un complex peptidd-MHC specific
pentru tumoare. fn anumite asemenea variante de realizare, peptida este un neoantigen. in alte variante de
realizare, antigenul asociat cu tumoarea este un complex de proteind de soc caloric — peptida.

In aranjamentele discutate aici, domeniul de semnalizare al domeniului extracelular,
transmembranar si intracelular al CoStAR are secventa prezentatd in SEQ ID NO: 1.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul "se leagd specific” sau "este specific pentru” se referd la
interactiuni masurabile si reproductibile, cum ar fi legarea dintre o tintd sau un fragment de anticorp, care
este determinant pentru prezenta tintei In prezenta unei populatii heterogene de molecule, incluzénd
moleculele biologice. De exemplu, un fragment de anticorp care se leagd specific la o tinta (care poate fi
un epitop), este un fragment de anticorp care se leagd la tintd cu afinitate si aviditate mai mari, mai rapid
si/sau cu durata mai indelungata decét legdrile acestuia la alte tinte. In unele aranjamente, un fragment de
anticorp care se leagd specific la un antigen reactioneaza cu unul sau mai multi determinanti ai unui antigen
(de exemplu un antigen de suprafatd a unei celule sau un complex peptidd/proteind MHC) cu o afinitate de
legare care este de cel putin 10 ori afinitatea de legare a acestuia pentru alte tinte.

DOMENIUL SPATIATOR

Un CoStAR asa cum a fost descris aici optional cuprinde o regiune spatiatoare intre domeniul de
legare a antigenului si receptorul costimulator. Dupd cum se utilizeazd aici, termenul "spatiator” se referd
la regiunea structurald extracelulard a unui CoStAR care separd domeniul de legare a antigenului de
domeniul extern de legare a ligandului al proteinei costimulatoare. Spatiatorul furnizeaza flexibilitate,
pentru a accesa antigenul tinta si ligandul de receptor. In anumite aranjamente, se utilizeaza spatiatori lungi,
de exemplu pentru a tinti epitopii apropiati de membrand sau antigenii glicozilati (vezi Guest R.D. et al.
The role of extracellular spacer regions in the optimal design of chimeric immune receptors: evaluation of
four different scFvs and antigens. J. Immunother. 2005;28:203-211; Wilkie S. et al., Retargeting of human
T cells to tumor-associated MUCI1: the evolution of a chimeric antigen receptor. J. Immunol.
2008;180:4901-4909). In alte aranjamente, CoStAR poarta spatiatori scurti, de exemplu pentru a tinti
epitopii distali de membrand (vezi Hudecek M. et al., Receptor affinity and extracellular domain
modifications affect tumor recognition by ROR1-specific chimeric antigen receptor T cells. Clin. Cancer
Res. 2013;19:3153-3164; Hudecek M. et al., The nonsignaling extracellular spatiator domain of chimeric
antigen receptors is decisive for in vivo antitumor activity. Cancer Immunol. Res. 2015;3:125-135). Intr-
un anumit aranjament, spatiatorul cuprinde toatd balamaua IgG, sau o parte a balamalei IgG, sau este
derivatd de la o balama IgG, incluzand dar nelimitdndu-se la, IgG1, IgG2, sau IgG4. Prin "derivat de la o
balama Ig" se intelege un spatiator cuprinzand insertii, deletii, sau mutatii intr-o balama a IgG. In anumite
aranjamente, un spatiator poate cuprinde toate domeniile constante ale unuia sau mai multor anticorpi, sau
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o parte a acestora, cum ar fi, dar nelimitandu-se la, domeniile CH2 si/sau CH3. fn anumite aranjamente,
intr-un spatiator cuprinzand tot domeniul CG2 sau o parte a acestuia, domeniul CH2 este modificat astfel
incét s nu se lege la un receptor Fv. De exemplu, legarea receptorilor Fe in celulele mieloide s-a descoperit
cd deranjeaza functionalitatea CAR ai celulelor T. In anumite aranjamente, spatiatorul cuprinde toatd CD28,
sau o parte de la CD28, sau altd proteind cuprinzand o regiune de balama. In anumite aranjamente care
cuprind un spatiator, spatiatorul are o lungime de la 1 si 50 aminoacizi.

DOMENIUL DE SEMNALIZARE

Asa cum a fost discutat mai sus, in anumite aranjamente (nu toate revendicate), un CoStAR
cuprinde un receptor costimulator primar de lungime completd, care poate cuprinde un ligand extracelular
care leagd, si o portiune de semnalizare intracelulard a, fard limitare, CD2, CD9, CD26, CD27, CD28,
CD29, CD38, CD40, CD43, CD46, CD49d, CD55, CD73, CD81, CD82, CD99, CD100, CD134 (0X40),
CD137 (41BB), CD150 (SLAM), CD270 (HVEM), CD278 (ICOS), CD357 (GITR), sau EphB6. in
inventia de fatd, CoStAR cuprinde un ligand extracelular care leagd, si o portiune de semnalizare
intracelulard a, CD28. In alte aranjamente, receptorul costimulator cuprinde o proteind himerica, de
exemplu cuprinzdnd un domeniu de legare a unui ligand extracelular al uneia dintre proteinele mai sus
mentionate si un domeniu de semnalizare intracelulard a proteinelor mai sus mentionate. In inventia de fata,
CoStAR cuprinde un segment de legare a ligandului extracelular al unui CD28, si un prim segment
intracelular, cuprinzind un domeniu de semnalizare intracelular al CD28. In anumite aranjamente
(nerevendicat), portiunea de semnalizare a CoStAR cuprinde un singur domeniu de semnalizare. In alte
aranjamente, portiunea de semnalizare a CoStAR cuprinde un al doilea domeniu de semnalizare
mtracelular, cum ar fi, dar nelimitdndu-se la: CD2, CD27, CD28, CD40, CD134 (0X40), CD137 (4-1BB),
CD150 (SLAM). In inventia de fat, CoStAR cuprinde un al doilea domeniu de semnalizare intracelular de
la CD40. In anumite aranjamente (nerevendicat), primul si al doilea domeniu de semnalizare intracelulare
sunt aceleasi. In alte aranjamente, primul si al doilea domeniu de semnalizare intracelulare sunt diferite. In
inventia de fatd, CoStAR cuprinde un prim domeniu de semnalizare intracelular de la CD28 si un al doilea
domeniu de semnalizare intracelular de la CD40. In anumite aranjamente, receptorul costimulator este
capabil de dimerizare. Fard a fi legati de teorie, se crede cd CoStAR-ii se dimerizeaza sau se asociazi cu
alte molecule accesorii pentru initierea semnalului. In anumite aranjamente, CoStARs se dimerizeazi sau
se asociazd cu molecule accesorii prin interactiuni de domeniu transmembranar. In anumite aranjamente,
dimerizarea sau asocierea cu molecule accesorii este asistatd de interactiuni de receptor costimulator din
portiunea intracelulard, si/sau din portiunea extracelulard a receptorului costimulator.

DOMENIUL TRANSMEMBRANAR

Desi functia principald a transmembranei este de a ancora CoStAR In membrana celulelor T, in
anumite aranjamente, domeniul transmembranar influenteaza functia CoStAR. In anumite aranjamente,
domeniul transmembranar este cuprins de citre domeniul de receptor costimulator primar. in aranjamentele
dezviluite aici In care constructul CoStAR cuprinde un domeniu extracelulard al unui receptor si un
domeniu de semnalizare intracelular al unui al doilea receptor, domeniul transmembranar poate fi cel al
domeniului extracelular sau al domeniului intracelular. In anumite aranjamente, domeniul transmembranar
este de la CD4, CD8a, CD28, sau ICOS. Gueden et al. a asociat utilizarea domeniului transmembranar cu
persistenta crescutd a CAR al celulelor T si cu eficacitatea anti-tumorald totald (Guedan S. et al., Enhancing
CAR T cell persistence through ICOS si 4-1BB costimulation. JCI Insight. 2018;3:96976). Intr-un
aranjament, domeniul transmembranar cuprinde un alfa helix hidrofob care are anvergura membranei
celulare.

Exemple de domenii de semnalizare CoStAR sunt furnizate in SEQ ID NO. 3-12.

Variante

fn unele aranjamente, variante ale secventei aminoacizilor fragmentelor anticorpului furnizat aici
sunt avute In vedere. De exemplu, poate fi de dorit sd se Imbunititeascd afinitatea de legare si/sau alte
proprietti biologice ale fragmentului de anticorp. Variantele secventei de aminoacizi ale unui fragment de
anticorp pot fi preparate prin introducerea de modificari adecvate in secventa de nucleotide care codifica
fragmentul de anticorp, sau prin sinteza de peptide. Asemenea modificari includ, de exemplu, deletii de la,
si/sau insertii In, si/sau substitutii de, resturi din secventele de aminoacizi ale fragmentului de anticorp.
Orice combinatie de deletie, insertie si substitufie poate fi facutd pentru a ajunge la constructul final, cu
conditia ca constructul final s posede caracteristicile dorite, de ex., legare la antigen.

fn unele aranjamente, fragmente ale domeniului de legare a anticorpului cuprinzand substitutii,
deletii sau insertii ale unuia sau mai multor aminoacizi, sunt furnizate. Situsurile de interes pentru
schimbdrile mutationale includ regiunile variabile ale lanturilor greu si usor (VR-uri) de legare ale
anticorpului si cadrele (FR-uri). Substitutii de aminoacid pot fi introduse Intr-un domeniu de legare de
interes, si produsii depistati pentru activitatea doritd, de ex., legare péstrati/redusd a antigenului sau
imunogenitate scizutd. In anumite aranjamente, substitutii de aminoacizi pot fi introduse in unul sau mai
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multe dintre domeniile de receptor costimulator primar (extracelular sau intracelular), ale domeniului de
receptor costimulator secundar, sau ale domeniului co-receptor extracelular. In consecint, se dezvaluie aici
proteine CoStAR si parti componente dezviluite aici in special, precum si variante ale acestora, adica
proteine CoStAR si parti componente avand cel putin 75%, cel putin 80%, cel putin 85%, cel putin 87%,
cel putin 90%, cel putin 91%, cel putin 92%, cel putin 93%, cel putin 94%, cel putin 95%, cel putin 96%,
cel putin 97%, cel putin 98%, cel putin 99% identitate a secventei cu secventele de aminoacizi dezvaluite
in special aici. Termenii ,,similaritate procentuald”, ,identitate procentuald”, si ,,omologie procentuald”,
cand se referd la o secventd particulard, sunt utilizati asa cum sunt dati in programul de software GCG de
la Universitatea din Wisconsin, BestFit. Si alti algoritmi pot fi utilizati, de ex. BLAST, psiBLAST sau
TBLASTN (care utilizeazd metoda lui Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 405-410), FASTA (care
utilizeaza metoda lui Pearson and Lipman (1988) PNAS USA 85: 2444-2448),

Variante de secventd de aminoacizi particulare pot diferi de o secventd de referintd prin insertia,
adifia, substitutia sau deletia unui aminoacid, a 2, 3, 4, 5-10, 10-20 sau 20-30 aminoacizi. In unele
aranjamente, o secventd varianta poate cuprinde secventa de referintd cu 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10 sau mai
multe resturi inserate, deletate sau substituite. De exemplu, 5, 10,15, pani la 20, pana la 30 sau pana la 40
de resturi pot fi inserate, deletate sau substituite.

Tn unele aranjamente preferate, o varianta poate diferi de o secventd de referintd cu 1, 2, 3,4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 sau mai multe substitutii conservative. Substitutiile conservative implicd Inlocuirea unui
aminoacid cu un aminoacid diferit, avand proprietati similare. De exemplu, un rest alifatic poate fi inlocuit
cu un alt rest alifatic, un rest nepolar poate fi inlocuit cu un alt rest nepolar, un rest acid poate fi Inlocuit cu
un alt rest acid, un rest bazic poate fi inlocuit cu un alt rest bazic, un rest polar poate fi inlocuit cu un alt
rest polar, sau un rest aromatic poate fi inlocuit cu un alt rest aromatic. Substitutiile conservative pot fi de
exemplu intre aminoacizii din urmétoarele grupe:

Substitutiile conservative sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Rest original |Substitutii exemplare Substitutii preferate
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Asp; Lys; Arg Gln
Asp (D) Glu; Asn glu
Cys (C) Ser; Ala ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucine |Leu
Leu (L) Norleucinne; Ile; Val; Met; Ala; Phe |Ile
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; Ile; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucind |Leu

Aminoacizii pot fi grupati in clase, In conformitate cu proprietétile obisnuite ale lantului lateral: a.
hidrofobi: norleucind, Met, Ala, Val, Leu, Ile; b. hidrofili neutri: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln; ¢. acizi: Asp, Glu;
d. bazici: His, Lys, Arg; e. resturile care influenteaza orientarea lantului: Gly, Pro; aromatici: Trp, Tyr, Phe.
Substitutiile neconservative vor implica schimbarea unui membru al acestor clase cu o altd clasa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3914611 T2 2025.02.28

12

CELULELE

Celulele utilizate in inventia de fata pot fi orice limfocita care este utild in terapia celulard adoptiva,
cum ar fi o celuld T sau o celuld natural killer (NK), o celuld NKT, o celuld T gama/delta sau o celula T
reglatoare. Celulele pot fi alogene sau autologe pentru pacient.

Celulele T sau limfocitele T sunt un tip de limfocite care au un rol central in imunitatea mediata
de celule. Acestea pot fi distinse de alte limfocite, cum ar fi celulele B, si celulele natural killer (celule NK),
prin prezenta unui receptor al celulei T (TCR) pe suprafata celulei. Exista diferite tipuri de celule T, asa
cum a fost rezumat mai jos. Celulele T citotoxice (celule TC, sau CTL-uri), distrug celulele infectate viral
si celulele tumorale, si sunt de asemenea implicate in rejectia de transplant. CTL -urile exprima molecula
CD8 pe suprafata acestora.

Aceste celule isi recunosc tintele prin legarea la antigenul asociat cu MHC clasa |, care este prezent
pe suprafata tuturor celulelor nucleate. Prin IL.-10, adenozina si alte molecule secretate de celulele T
reglatoare, celulele CD8+ pot fi inactivate la o stare anergicd, care previne bolile autoimune, cum ar fi
encefalomielita autoimund experimental.

Celulele T de memorie sunt un subset de celule T specifice pentru antigen, care persistd pe termen
indelungat dupa ce o infectie a fost rezolvata. Acestea se expansioneazai rapid la un numdr mare de celule
T efectoare dupa re-expunerea la antigenul Inrudit al acestora, furnizand astfel sistemului imun ,,memorie”
fata de infectiile trecute. Celulele T de memorie cuprind trei subtipuri: celule T de memorie centrale (celule
TCM), si doud tipuri de celule T de memorie efectoare (celule TEM si celule TEMRO). Celulele de
memorie pot f1 fie CD4+ fie CD8+. Celulele T de memorie exprimd In mod obisnuit proteina de suprafatid
celulard CD45RO. Celulele T reglatoare (celule Treg), cunoscute anterior sub denumirea de celule T
supresoare, sunt cruciale pentru intretinerea tolerantei imunologice. Rolul major al acestora este de a
inchide imunitatea mediata de celulele T cétre finalul unei reactii imune si de a suprima celulele T auto-
reactive care au scipat procesului de selectie negativa in timus.

Doua clase majore de celule Treg CD4+ au fost descrise — celule Treg naturale, si celule Trag
adaptive. Celulele Treg naturale (cunoscute de asemenea sunt denumirea de celule Treg
CD4*CD25*FoxP3*) iau nastere In timus, si au fost legate de interactiuni dintre celulele T in dezvoltare cu
celule dendritice mieloide (CD11c*) si plasmacitoide (CD123*) care au fost activate cu TSLP. Celulele
Treg naturale pot fi distinse de alte celule T prin prezenta unei molecule intracelulare denumite FoxP3.
Celulele Treg adaptive (cunoscute de asemenea sub denumirea de celule Trl sau celule Th3) pot rezulta in
timpul unui rdspuns imun normal.

Celulele natural killer (sau celule NK) sunt un tip de celule citolitice care formeazi o parte a
sistemului imun Inndscut. Celulele NK furnizeazd raspuns rapid la semnalele inndscute de la celulele
infectate viral In manierd independentd de MHC. Celulele NK (care apartin grupului de celule limfoide
inndscute), sunt definite ca limfocite granulare mari (LGL), si constituie al treilea tip de celule diferentiate
din progenitorul limfoid comun care genereaza limfocitele B si T.

fn anumite aranjamente dezviluite aici, celulele terapeutice cuprind celule autologe manipulate
pentru a exprima un CoStAR. Celulele autologe care exprima Co-StAR-1 pot fi avantajoasd In evitarea bolii
grefa-contra-gazda (GVDH) datoritd recunoasterii mediate de TCR a alo-antigenilor primitorului. De
asemenea, sistemul imun al unui primitor de CoStAR ar putea ataca celulele infuzate cu CoStAR,
provocand rejectie. In anumite aranjamente, pentru a preveni GVHD, si pentru a reduce rejectia, TcR
endogen este indepdrtat din celulele CoStAR prin editare genomica.

ACIZI NUCLEICI

Un aspect al dezviluirii de fatd furnizeazd o secventd de acizi nucleici, care codificd orice
polipeptide CoStAR, sau proteine descrise aici (incluzénd portiuni functionale si variante functionale ale
acestora). Dupd cum se utilizeazd aici, termenii "polinucleotide”, "nucleotide", si "acid nucleic" se
intentioneaza sa fie sinonimi unul cu altul. Va fi inteles de un specialist din domeniu cd numeroase
polinucleotide si acizi nucleici diferiti pot codifica aceeasi polipeptidd ca rezultat al degenerarii codului
genetic. In plus, trebuie inteles ci persoanele calificate pot, utilizand tehnici de rutind, sa facd substitutii de
nucleotide care sd nu afecteze secventa de polipeptide codificata de polinucleotidele descrise aici, pentru a
reflecta utilizarea codonului oricdrui organism gazda particular in care polipeptidele trebuie exprimare, de
ex., optimizarea codonilor. In conformitate cu inventia, pot cuprinde ADN sau ARN. Acestia pot fi
monocatenari sau dublu-catenari. Acestia pot fi de asemenea polinucleotide care includ in ele nucleotide
modificate sau sintetice. Mai multe tipuri de modificari la oligonucleotide se cunosc in domeniu. Acestea
includ scheletele de metil fosfonat, si de fosforotioat. Pentru scopurile dezvaluirii de fatd, trebuie inteles ci
polinucleotidele pot fi modificate prin orice metodad disponibild in domeniu. Asemenea modificiri pot fi
efectuate pentru a intensifica activitatea in vivo sau durata de viata a polinucleotidelor de interes.
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Termenii "variantd", "omolog" sau "derivat", in raport cu o secventd de nucleotide, includ orice
substitutie a, variatie a, modificare a, inlocuire a, deletie a, sau aditie a, unui (sau mai multor acizi nucleici)
acid nucleic de la secventa sau la secventa.

Secventa de acid nucleic poate codifica secventa de proteine ardtatd ca SEQ ID NO:2 sau o varianta
a acesteia. Secventa de nucleotide poate cuprinde codonul optimizat din secventa de acizi nucleici a CD28
umand prezentatd in SEQ ID NO: 1 sau variante ale acesteia (reprezentata in Fig. 1).

Dezviluirea de fatd furnizeaza de asemenea o secventd de acizi nucleici care cuprinde o secventd
de acizi nucleici care codificd un CoStAR si o secventd de acizi nucleici suplimentard care codificd un
receptor al celulei T (TCR) si/sau un receptor al unui antigen himeric (CAR).

Secventele de acizi nucleici pot fi unite de o secventd care permite co-exprimarea celor doud sau
mai multe secvente de acizi nucleici. De exemplu, constructul poate cuprinde un promotor intern, o secventa
internd de intrare intr-un ribozom (IRES) sau o secventd care codificd un situs de clivaj. Situsul de clivaj
poate fi cu auto-clivare, cum ar fi atunci cand polipeptida este produsd, este imediat clivatd in proteine
discrete fard necesitatea nici unei activititi externe de clivare. Diferite situsuri de auto-clivare sunt
cunoscute, incluzand virusul bolii piciorului si gurii (FMDV) si peptida auto-clivantd. Secventa de co-
exprimare poate fi o secventd interna de intrare in ribozom (IRES). Secventa de co-exprimare poate fi un
promotor intern.

VECTORI

Dezviluirea de fata furnizeaza un vector care cuprinde o secventd de acizi nucleici sau un construct
de acizi nucleici din dezvaluirea de fata.

Un asemenea vector poate fi utilizat pentru a introduce secventa sau secventele de acizi nucleici
sau constructul/constructii de acizi nucleici intr-o celuld gazda, astfel incét aceasta sa exprime unul sau mai
multi CoStAR in conformitate cu primul aspect al inventiei, si, optional, una sau mai multe alte proteine de
interes (POI), de exemplu TCR sau CAR. De exemplu, vectorul poate fi o plasmida sau un vector viral,
cum ar fi un vector retroviral sau un vector lentiviral, sau un vector pe bazd de transpozon sau un mARN
sintetic.

Acizii nucleici ai dezviluirii de fata pot fi utilizati de asemenea pentru imunizarea cu acizi nucleici
sl terapia genicd, utilizand protocoale de livrare a genelor standard. Metodele de livrare a genelor sunt
cunoscute In domeniu. Vezi, de ex., U.S. Pat. Nos. 5,399,346, 5,580,859, 5,589,466.

Vectorii care derivd din retrovirusuri, cum ar fi lentivirus, sunt instrumente adecvate pentru a
obtine transferul de gene pe termen lung, deoarece acestia permit integrarea pe termen lung, stabild, a unei
transgene sau transgene si propagarea acestora in celulele tintd. Vectorul poate fi capabil de a transfecta sau
de a transduce o limfocitd incluzand o celuld T sau o celuld NK. Inventia de fatd furizeazd de asemenea
vectori 1n care un acid nucleic din inventia de fatd este inserat. Exprimarea acizilor nucleici naturali sau
sintetici care codificd un CoStAR, si optional un TCR sau un CAR, este in mod obisnuit realizatd prin
legarea operabild a unui acid nucleic care codificd polipeptidele CoStAR si TCR/CAR sau portiuni ale
acestora la unul sau mai multi promotori, si Incorporarea constructului Intr-un vector de exprimare.

Elemente de promotor aditionale, de ex., amplificatori, regleaza frecventa initierii transcriptionale.
In mod obisnuit, acestia sunt localizati in regiunea de la 30-110 bp din amontele situsului de start, desi s-a
ardtat recent cd mai multi promotori contin elemente functionale in aval fatd de situsul de start, de
asemenea. Spatierea dintre elementele de promotor este frecvent flexibild, astfel incat functia promotorului
este pastratd atunci cind elementele sunt inversate sau miscate unul in raport cu celalalt. in promotorul
timidin kinazei (tk), spatierea dintre elementele promotorului poate fi crescutd la 50 bp inainte ca activitatea
sd Inceapd sd scada.

Un exemplu de promotor adecvat este secventa promotorului citomegalovirus precoce imediat
(CMV). Aceastd secventd de promotor este o secventd de promotor constitutivd puternicd, capabild de a
dirija nivele ridicate ale exprimarii oricdrei secvente de nucleotide legate operabil la aceasta. Un alt exemplu
de promotor adecvat este factorul 1 alfa de crestere prin elongatie (EF-1a). Cu toate acestea, alte secvente
de promotor constitutive pot fi de asemenea utilizate, incluzand, dar nelimitdndu-se la, promotorul precoce
de virus simian 40 (SV40), virusul tumorii mamare a soarecelui (MMTYV), promotorul terminal lung al
virusului imunodeficientei umane (HIV) (LTR), promotorul MoMuL V, un promotor al unui virus al
leucemiei aviare, un promotor precoce imediat al virusului Epstein-Barr, un promotor al virusului
sarcomului Rous, precum si promotori ai unor gene umane, cum ar fi, dar nelimitdndu-se la, promotorul
actinei, promotorul miozinei, promotorul hemoglobinei, si promotorul creatin-kinazei.

Vectorii pot fi adecvati pentru replicarea si integrarea in celulele eucariote. Vectorii de clonare
obisnuiti contin terminatori ai transcriptiei si translatiei, secvente de initiere, si promotori utili pentru
reglarea exprimdrii secventei de acizi nucleici dorite. Tehnologia vectorilor virali este bine cunoscuta in
domeniu, si este descrisd, de exemplu, in Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, New York), si in alte manuale de virologie si biologie moleculard, vezi de
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asemenea WO 01/96584; WO 01/29058; s1 U.S. Pat. No.6,326,193). Tn unele aranjamente, constructii sunt
asa cum au fost ardtati in SEQ ID NOS:3-12 (reprezentati sub forma de diagraméd in Fig. 2). In anumite
aranjamente, acizii nucleici sunt constructi multi-cistronici care permit exprimarea a multiple transgene (de
ex., CoStAR si TCR si/sau CAR etc.) sub controlul unui singur promotor. In unele aranjamente, transgenele
(de ex., CoStAR si TCR si/sau CAR etc.) sunt separate de o peptidd 2A cu auto-clivare. Exemple de peptide
2A utile In constructii de acizi nucleici dezvaluiti aici includ F2A, P2A, T2A si E2A. Tn alte aranjamente,
constructul de acizi nucleici este un construct multi-cistronic, cuprinzand doi promotori; un promotor care
conduce exprimarea CoStAR, si celilalt promotor care conduce exprimarea TCR sau pe a CAR. In unele
aranjamente, constructii de promotori duali sunt unidirectionali. In alte aranjamente, constructii de
promotori duali sunt bi-directionali. Pentru a evalua exprimarea polipeptidei CoStAR, sau a unor portiuni
ale acesteia, vectorul de exprimare de introdus intr-o celuld poate contine de asemenea fie o gend marker
selectabild, fie o gend raportoare sau ambele, pentru a facilita identificarea si selectia celulelor de exprimare
din populatia de celule care se cauti sa fie transfectatd sau transdusa prin vectorii virali.

SURSE DE CELULE

Tnainte de expansiunea si modificarea geneticd, o sursd de celule (de ex., celule efectoare imune,
de ex., celule T sau celule NK), este obtinutd de la un subiect. Termenul ,,subiect” este destinat a include
organisme Vvii in care poate fi provocat un raspuns imun (de ex., mamifere). Exemple de subiecti includ
oamenii. Se includ de asemenea céini, pisici, soareci, sobolani si specii transgenice ale acestora. Celulele T
pot fi obtinute din mai multe surse, incluzand celule mononucleare din sAngele periferic, maduva a osului,
tesut al nodulilor limfatici, sdnge din cordonul ombilical, tesut de timus, tesut de la un loc de infectie, lichide
de ascitd, efuziuni pleurale, tesut de splind si tumori.

Intr-un aranjament, celulele T sunt izolate din limfocitele din séngele periferic prin utilizarea
celulelor rosii ale sangelui si depletdnd monocitele, de exemplu prin centrifugarea Intr-un gradient
PERCOLLTM sau prin elutriere centrifugald in contra-flux.

O sub-populatie specificd de celule T, cum ar fi celulele CD3+, CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+,
si CD45RO+, poate fi izolatd mai departe prin tehnici de selectie pozitivd sau negativd. De exemplu, Intr-
un aranjament, celulele T sunt izolate prin incubare cu perle conjugate cu anti-CD3/anti-CD28, cum ar fi
DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, pentru o perioadd de timp suficientd pentru selectia pozitivd a
celulelor T dorite. Intr-un aranjament, perioada de timp este de aproximativ 30 de minute. Intr-un
aranjament suplimentar, perioada de timp se situeaza in intervalul de la 30 de minute la 36 de ore sau mai
mult si toate valorile intregi dintre acestea. Intr-un aranjament suplimentar, perioada de timp este de cel
putin 1,2, 3,4, 5, sau 6 ore. Tntr-un alt aranjament preferat, perioada de timp este de la 10 la 24 de ore. Tntr-
un aranjament, timpul perioadei de incubatie este de 24 de ore. Timpi de incubatie mai indelungati pot fi
utilizati pentru a izola celulele T in orice situatie unde existd putine celule T comparativ cu alte tipuri de
celule, cum ar fi 1n izolarea limfocitelor care se infiltreaza in tumoare (TIL) din tesutul tumoral sau de la
indivizii imunocompromisi. In plus, utilizarea de timpi de incubatie mai indelungati poate creste
eficacitatea capturdrii celulelor T CD8+. Astfel, doar prin scurtarea sau lungirea timpului in care celulelor
T i se permite sd se lege de perlele CD3/CD28 si/sau prin cresterea sau sciderea raportului dintre perle si
celulele T (asa cum a fost descris mai departe aici), subpopulatii de celule T pot fi selectate preferential
pentru sau impotriva la inceperea culturii sau la alte momente de timp in timpul procesului. in plus, prin
cresterea sau sciderea raportului de anticorpi anti-CD3 si/sau anti-CD28 de pe perle sau de pe alte suprafete,
subpopulatiile de celule T pot fi selectate preferential pentru sau impotriva la Inceperea culturii sau la alte
momente de timp dorite. Artizanul calificat va recunoaste ci runde multiple de selectie pot fi de asemenea
utilizate in contextul acestei dezvaluiri. In anumite aranjamente, poate fi de dorit s se execute procedura
de selectie si utilizarea de celule ,.neselectate” In procesul de activare si expansiune. Celulele ,,neselectate”
pot fi supuse de asemenea unor runde suplimentare de selectie.

Imbogatirea unei populatii de celule T prin selectie negativi poate fi realizatd cu o combinatie de
anticorpi dirijati catre markerii de suprafatd unici fata de celulele selectate negativ. O metoda este sortarea
si/sau selectia celulelor prin imunoaderentd magneticd negativa sau citometrie in flux, care utilizeazd un
cocktail de anticorpi monoclonali dirijati cdtre markerii de suprafata celulard prezenti pe celulele selectate
negativ. De exemplu, Imbogitirea in celule CD4+ prin selectie negativd, un cocktail de anticorpi
monoclonali include In mod obisnuit anticorpi fatd de CD14, CD20, CD16, HLA-DR, si CDS. fn anumite
aranjamente, poate fi de dorit sd se imbogateasca sau si se selecteze pozitiv celule T reglatoare care exprima
in mod obisnuit CD4+, CD25+, CD62Lhi, GITR+, CD137, PD1, TIM3, LAG-3, CD150 s1 FoxP3+. Ca
alternativa, In anumite aranjamente, celulele T reglatoare sunt depletate prin perle conjugate cu anti-CD25
sau prin altd metoda similard de selectie.

Metodele descrise aici pot include, de ex., selectia unei subpopulatii specifice de celule efectoare
imune, de ex. celule T, care sunt o populatie depletatd de celule T, care sunt o populatie de celule T
reglatoare, celule depletate de CD25+, utilizand, de ex., o tehnici de selectie negativi, de ex., descrisd aici.
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De preferintd, populatia de celule depletate T reglatoare contine mai putin de 30%, 25%, 20%, 15%, 10%,
5%, 4%, 3%, 2%, 1% de celule CD25+.

O subpopulatie specificd de celule efectoare CoStAR care se leagd specific la un antigen tinta
poate fi imbogétitd prin tehnici de selectie pozitive. De exemplu, in unele aranjamente, celulele efectoare
sunt imbogatite prin incubatie cu perle conjugate cu antigen tintd pentru o perioada de timp suficientd pentru
selectia pozitiva a celulelor abTCR dorite. In unele aranjamente, perioada de timp este aproximativ 30 de
minute. In unele aranjamente, perioada de timp se situeaza in intervalul de la 30 de minute la 36 de ore sau
mai mult (incluzand toate intervalele dintre aceste valori). In unele aranjamente, perioada de timp este cel
putin una, 2, 3, 4, 5, sau 6 ore. n unele aranjamente, perioada de timp este de la 10 la 24 de ore. n unele
aranjamente, perioada de timp de incubatie este de 24 de ore. Pentru izolarea celulelor efectoare prezente
la nivele scazute in populatia de celule heterologe, utilizarea de timpi de incubatie mai Indelungati, cum ar
fi 24 de ore, poate creste randamentul celular. Timpi de incubatie mai indelungati pot fi utilizati pentru a
izola celule efectoare 1n orice situatie 1n care existd putine celule efectoare, comparativ cu alte tipuri de
celule. Specialistul va recunoaste cd multiple runde de selectie pot fi de asemenea utilizate in contextul
acestei dezviluiri.

Celulele T pentru stimulare pot fi de asemenea Inghetate dupd o etapd de spélare. Dupd etapa de
spalare care indepirteaza plasma si plachetele, celulele pot fi suspendate intr-o solutie de inghetare. In timp
ce multi parametri de inghetare si solutii de inghetare sunt cunoscute in domeniu si vor fi utili in acest
context, 0 metodd implicd utilizarea de PBS care contine 20% DMSA si 8% albumind sericd umand, sau
mediu de culturd contindnd 10% dextran 40 si 5% dextrozd, 20% albumini sericd umana si 7,5% DMSO,
sau 31,25% Plasmalyte-A, 31,25% dextrozd 5%, 0,45% NaCl, 10% dextran 40 si 5% dextrozd, 20%
albumind sericd umand, si 7,5% DMSO sau alte medii de Inghetare a celulelor continand de exemplu,
Hespan si Plasmal.yte A, celulele sunt apoi inghetate la -80°C cu o vitezd de 1° per minut si depozitate in
faza de vapori a unui rezervor de depozitare a azotului lichid. Alte metode de inghetare controlatd pot fi
utilizate, precum si Inghetarea necontrolatd imediat la -20° C sau in azot lichid.

CoStAR alogenici

fn aranjamentele descrise aici, celulele efectoare imune pot fi celule efectoare imune alogene, de
ex., celule T sau celule NK. De exemplu, celula poate fi o celuld T alogend, de ex. o celuld T alogeni care
nu prezintd exprimarea receptorilor celulelor T endogen (TCR) si sau antigenul leucocitelor umane (HLA),
de ex., HLA clasa I si/sau HLA clasa II.

O celuld T care nmu are TCR functionali endogeni poate fi, de ex., manipulatd astfel incat s nu
exprime nici un TCR functional la suprafata acesteia, manipulatd astfel incat sd nu exprime una sau mai
multe subunitati care cuprind un TCR functional (de ex., manipulat astfel incat sd nu exprime (sau sa
prezinte o exprimare redusd) aTCR alfa, TCR beta, TCR gama, TCR delta, TCR epsilon, si/sau TCR zeta)
sau manipulate astfel incat sd producd TCR functionali foarte putini pe suprafata acesteia. Ca alternativa,
celulele T pot exprima niste TCR substantial deteriorati, de ex. prin exprimarea unor forme mutate sau
trunchiate a uneia sau mai multor subunititi ale TCR. Termenul "TCR substantial deteriorat” Inseamna ca
acest TCR nu va provoca o reactie adversd imuni intr-o gazda.

O celula T descrisd aici poate fi manipulatd de ex., astfel incat sd nu exprime un HL A functional
pe suprafata acesteia. De exemplu, o celuld T descrisd aici poate fi manipulata astfel incat HLA de
exprimare la suprafata celulei, de ex., HLA clasa 1 si/sau HLA clasa II, sunt reglati in jos. In unele
aranjamente, reglarea in jos a HLA poate fi realizatd prin reducerea sau eliminarea exprimdrii beta- 2
microglobulinei (B2M).

In anumite aranjamente dezviluite aici, celula T poate si nu aiba un TCR functional si un HLA
functional, de ex., HL A clasa I si/sau HLA clasa II. Celulele T modificate care nu prezintd exprimarea unui
TCR functional si/sau HLA pot fi obtinute prin orice mijloace adecvate, incluzand un knock out sau un
knock down al uneia sau mai multor subunititi ale TCR sau HLA. De exemplu, celulele T pot include un
knock down al TCR si/fsau HLA utilizdnd siARN, shARN, repetéri palindromice scurte interspatiate
(CRISPR), nucleaze efectoare asemdniatoare transcriptiei (TALEN), sau endonucleaze degete de zinc
(ZFN).

fn unele aranjamente, celula alogend poate fi o celuld care nu exprimé, sau care exprima la nivele
scézute, o moleculd inhibitoare, de ex., o celuld manipulatd prin orice metodad descrisa aici. De exemplu,
celula poate fi o celuld care nu exprimi, sau care exprimd la nivele scdzute, o moleculd inhibitoare, de ex.,
cea care scade capacitatea unei celule care exprima CoStAR sé producd un raspuns efector imun. Exemple
de molecule inhibitoare includ PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (de ex., CEACAM-1,
CEACAM-3 si/sau CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-
H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (TNFRSF14 sau CD270), KIR, A2aR, MHC clasa I, MHC clasa
I, Gal9, adenozind, si TGFR beta. Inhibitia unei molecule inhibitoare, de ex., prin inhibitia ADN, ARN
sau nivelului de proteind, poate optimiza performanta celulei care exprimd CAR. In aranjamente, un acid
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nucleic inhibitor, de ex., un acid nucleic inhibitor cum ar fi de ex. un dsARN, de ex., un siRNA sau un
shRNA, repetéri palindromice scurte interspatiate regulat aglomerate (CRISPR), o nucleazd efectoare
asemdndtoare activatorului transcriptiei (TALEN) sau o endonucleazd deget de zinc (ZFN), de ex., asa cum
au fost descrise aici, pot fi utilizate.

siARN si shARN pentru a inhiba TCR endogen sau HLA

In unele aranjamente, exprimarea TCD si/sau a HLA poate fi inhibati utilizand siARN sau ShARN
care tintesc un acid nucleic care codificd TCR si/sau HLA, si/sau o moleculd inhibitoare descrisd aici (de
ex., PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, CEACAM (de ex., CEACAM-1, CEACAM-3 si/sau CEACAM-
5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1),
HVEM (TNFRSF 14 sau CD270), KIR, A2aR, MHC clasa I, MHC clasa Il, Gal9, adenozina, si TGFR beta),
intr-o celuld T.

Exprimarea siARN si shARN in celulele T poate fi realizatd utilizand orice sistem de exprimare
conventional, de ex., cum ar fi un sistem de exprimare lentiviral. shARN exemplari care regleaza in jos
exprimarea componentelor TCR sunt descrise de ex., In US Publication No.: 2012/0321667. siARN si
shARN exemplari care regleazd in jos exprimarea genelor HL A clasa I si/sau HL A clasa II sunt desecrisi,
de ex., in publicatia SUA nr.: US 2007/0036773.

CRISPR pentru inhibarea TCR sau a HLA

"CRISPR" sau "CRISPR pentru a inhiba TCR si/sau HLA" dupd cum se utilizeaza aici se referd la
un set de repetéri palindromice scurte interspatiate, sau la un sistem cuprinzand un set de repetiri. "Cas",
dupa cum se utilizeaza aici, se referd la o proteind asociatd cu CRISPR. Un sistem "CRISPR/Cas" se refera
la un sistem derivat de la CRISPR si Cas, care poate fi utilizat pentru a silentia sau a muta o gend a TCR
sau a HLA, si/fsau o moleculd inhibitoare descrise aici (de ex., PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3,
CEACAM (de ex., CEACAM-1, CEACAM-3 si/sau CEACAM-5), LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1,
CD160, 2B4, CD80, CD86, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VITCNI), HVEM (TNFRSF14 sau CD270), KIR,
A2aR, MHC clasa I, MHC clasa II, GAL9, adenozind, si TGFR beta).

Sistemele CRISPR/Cas naturale se gisesc In aproximativ 40% din genomurile de eubacterii
secventiate ale archaea secventiate. Grissa et al. (2007) BMC Bioinformatics 8: 172. Acest sistem este un
tip de sistem imun procariotic care conferd rezistentd la elemente genetice strdine, cum ar fi plasmide si
fagi, si furnizeazd o forma de imunitate dobanditd. Barrangou et al. (2007) Science 315: 1709-1712;
Marragini et al. (2008) Science 322: 1843-1845.

Activarea si expansiunea celulelor T

Celulele T pot fi activate si expansionate utilizdnd In general metode asa cum au fost descrisd de
exemplu in brevetele SUA

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 In cererea de
brevet SUA nr. 20060121005.

In general, celulele T din inventie pot fi expansionate prin contactul cu o suprafatd care are atasat
un agent care stimuleaza un semnal asociat cu complexul CD3/TCR si un ligand care stimuleazd o molecula
costimulatoare pe suprafata celulelor T. In special, populatiile de celule T pot fi stimulate asa cum a fost
descris aici, cum ar fi prin contactul cu un anticorp anti-CD3, sau cu un fragment de legare a antigenului al
acestuia, sau cu un anticorp anti-CD2 imobilizat pe o suprafati, sau prin contactul cu un activator al protein
kinazei C (de ex., briostatina) impreund cu un ionofor de calciu. Pentru co-stimularea unei molecule
accesorii de pe suprafata celulelor T, un ligand care leagd molecula accesorie este utilizat. De exemplu, o
populatie de celule T poate fi pusd in contact cu un anticorp anti-CD3, si cu un anticorp anti-CD28, in
conditii adecvate pentru stimularea proliferdrii celulelor T. Pentru a stimula proliferarea celulelor T CD4+
sau a celulelor T CD8+, un anticorp anti-CD3 si un anticorp anti-CD28 pot fi utilizati. Exemple de anticorp
anti-CD28 includ 9.3, B-T3, XR-CD28 (Diaclone, Besancon, France) care pot fi utilizati ca alte metode
cunoscute in mod obisnuit In domeniu (Berg et al., Transplant Proc. 30(8):3975-3977, 1998; Haanen et al.,
J. Exp. Med. 190(9): 13191328,1999; Garlsi et al., J. Immunol Meth. 227(1-2):53-63, 1999).

In unele aranjamente, expansiunea poate fi realizatd utilizand flacoane sau recipiente, sau
recipiente permeabile pentru gaz de specialistii din domeniu, si poate sd aibd loc timp de 7 zile, 8 zile, 9
zile, 10 zile, 11 zile, 12 zile, 13 zile, sau 14 zile, de la aproximativ 7 zile la aproximativ 14 zile, aproximativ
8 zile la aproximativ 14 zile, aproximativ 9 zile la aproximativ 14 zile, aproximativ 10 zile la aproximativ
14 zile, aproximativ 11 zile la aproximativ 14 zile, aproximativ 12 zile la aproximativ 14 zile, sau
aproximativ 13 zile la aproximativ 14 zile. In unele aranjamente, a doua expansiune a TIL poate avea loc
timp de aproximativ 14 zile.

In anumite aranjamente, expansiunea poate fi executata utilizand stimularea receptorului celulei
T, in prezenta interleukinei - 2 (IL-2) sau a interleukinei -15 (IL-15). Stimulul receptorului celulelor T
nespecifice poate include, de exemplu, un anticorp anti-CD3, cum ar fi aproximativ 30 ng/ml de OKT3, un
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anticorp anti-CD3 monoclonal de soarece (disponibil in comert de la Ortho-McNeil, Raritan, N.J. sau de la
Miltenyi Biotech, Auburn, Calif.) sau UHCT-1 (disponibil in comert de la BioLegend, San Diego, Calif.,
USA). Celulele CoStAR pot fi expansionate in vitro incluzind unul sau mai multi antigeni, incluzénd
portiuni antigenice ale acestora, cum ar fi unul sau mai multi epitopi ai unui cancer, care pot fi optional
exprimati dintr-un vector, cum ar fi o peptidd de legare a antigenului leucocitar uman A2 (HLA-A2), de
ex., 0,3 .mu.M MART-1:26-35 (27 L) sau gpl 00:209-217 (210M), optional in prezenta unui factor de
crestere a celulelor T, cum ar fi 300 [U/mL IL-2 sau IL-15. Alti antigeni adecvati pot include, de ex., NY-
ESO-1, TRP-1, TRP-2, antigenul de cancer tirozinazid, MAGE-A3, SSX-2, si VEGFR2, sau portiuni
antigenice ale acestora. Celulele CoStAR pot fi de asemenea expansionate rapid prin restimularea cu acelasi
antigen sau cu aceiasi antigeni ai cancerului pulsati pe celule care prezintd antigeni care exprimd HLA-A2.
Ca alternativa, celulele CoStAR pot fi stimulate suplimentar cu, de ex., limfocite autologe iradiate sau cu
limfocite alogene HLA-A2+ iradiate si cu IL-2. In unele variante de realizare, stimularea are loc ca parte a
expansiunii. In unele variante de realizare, expansiunea are loc in prezenta de limfocite autologe, iradiate,
sau cu limfocite alogene HLA-A2+ iradiate si IL-2.

fn anumite aranjamente, mediul de cultura de celule cuprinde IL-2. In unele aranjamente, mediul
de cultura de celule cuprinde aproximativ 1000 IU/mL, aproximativ 1500 IU/mL, aproximativ 2000 [U/mL,
aproximativ 2500 IU/mL, aproximativ 3000 IU/mL, aproximativ 3500 IU/mL, aproximativ 4000 IU/mL,
aproximativ 4500 IU/mL, aproximativ 5000 IU/mL, aproximativ 5500 IU/mL, aproximativ 6000 IU/mL,
aproximativ 6500 IU/mL, aproximativ 7000 IU/mL, aproximativ 7500 IU/mL, sau aproximativ 8000
[U/mL, sau intre 1000 si 2000 IU/mL, Intre 2000 si 3000 IU/mL., intre 3000 si 4000 IU/mL, Intre 4000 si
5000 IU/mL., intre 5000 si 6000 IU/mL, intre 6000 si 7000 IU/mL, intre 7000 si 8000 IU/mL, sau intre 8000
IU/mL de IL-2.

fn anumite aranjamente, mediul de culturd de celule cuprinde anticorpi OKT3. In unele
aranjamente, mediul de culturd de celule cuprinde aproximativ 0,1 ng/ml, aproximativ 0,5 ng/ml,
aproximativ 1 ng/mL, aproximativ 2,5 ng/ml., aproximativ 5 ng/mL, aproximativ 7,5 ng/mL, aproximativ
10 ng/mL, aproximativ 15 ng/mL, aproximativ 20 ng/mL, aproximativ 25 ng/mL., aproximativ 30 ng/mL,
aproximativ 35 ng/mL, aproximativ 40 ng/mL, aproximativ 50 ng/mL., aproximativ 60 ng/mL, aproximativ
70 ng/mL, aproximativ 80 ng/mL, aproximativ 90 ng/mL, aproximativ 100 ng/mL, aproximativ 200 ng/mL,
aproximativ 500 ng/ml., aproximativ | pg/mL sau intre 0,1 ng/mL si 1 ng/mL, intre 1 ng/mL si 5 ng/mL,
intre 5 ng/mL si 10 ng/mL, intre 10 ng/mL si 20 ng/mL, Intre 20 ng/mL si 30 ng/mL, Intre 30 ng/mL si 40
ng/mL, intre 40 ng/mL si 50 ng/mL, sau Intre 50 ng/mL si 100 ng/mL anticorpi OKT3.

Tn anumite aranjamente, o combinatie de IL-2, IL-7, IL-15, si/sau IL-21 este utilizatd ca combinatie
in timpul expansiunii. In unele aranjamente, IL-2, IL-7, IL-15, si/sau IL-21 precum si orice combinatii ale
acestora, pot fi incluse in timpul expansiunii. in unele aranjamente, o combinatie de IL-2, IL-15, si IL-21
se utilizeazd ca combinatie in timpul expansiunii. In unele aranjamente, IL-2, IL-15, si IL-21 precum si
orice combinatii ale acestora, pot fi incluse.

fn anumite aranjamente, expansiunea poate fi realizatd intr-un mediu de culturd de celule
suplimentar cuprinzand IL-2, OKT-3, si celule alimentator care prezintd antigen.

fn anumite aranjamente, mediu de culturd de expansiune cuprinde aproximativ 500 IU/mL de IL-
15, aproximativ 400 IU/ml de IL-15, aproximativ 300 IU/ml de IL-15, aproximativ 200 IU/ml de IL-15,
aproximativ 180 IU/ml de IL-15, aproximativ 160 IU/ml de IL-15, aproximativ 140 IU/ml de IL-15,
aproximativ 120 IU/ml de IL-15, sau aproximativ 100 IU/ml de IL-135, sau de la aproximativ 500 IU/ml de
IL-15 la aproximativ 100 IU/ml de IL-15, sau de la aproximativ 400 IU/ml de IL-15 la aproximativ 100
IU/ml de IL-15 sau de la aproximativ 300 IU/ml de IL-15 la aproximativ 100 IU/ml de IL-15 sau de la
aproximativ 200 IU/ml de IL-15, sau aproximativ 180 IU/ml de IL-15.

fn unele aranjamente, mediul de culturd de expansiune cuprinde aproximativ 20 IU/ml de IL-21,
aproximativ 15 IU/ml de IL-21, aproximativ 12 IU/ml de IL-21, aproximativ 10 IU/ml de IL-21,
aproximativ 5 IU/ml de IL-21, aproximativ 4 IU/ml de IL-21, aproximativ 3 IU/ml de IL-21, aproximativ
2 IU/ml de IL-21, aproximativ 1 1U/ml de IL-21, sau aproximativ 0,5 IU/ml de IL-21, sau de la aproximativ
20 IU/ml de IL-21 la aproximativ 0,5 TU/ml de IL-21, sau aproximativ 15 IU/ml de IL-21 la aproximativ
0,5 TU/ml de IL-21, sau aproximativ 12 TU/ml de IL-21 la aproximativ 0,5 IU/ml de IL-21, sau aproximativ
10 1U/ml de IL-21 la aproximativ 0,5 IU/ml de IL-21, sau aproximativ 5 IU/ml de IL-21 la aproximativ 1
IU/ml de IL-21, sau aproximativ 2 IU/ml de IL-21. In unele aranjamente, mediul de culturd de celule
cuprinde aproximativ 1 IU/ml de IL-21, sau aproximativ 0,5 IU/ml de IL-21.

fn anumite aranjamente celulele alimentator care prezintd antigen (APC) sunt PBMC-uri. Intr-un
aranjament, raportul dintre celulele CoStAR si PBMC-uri si/sau celulele care prezintd antigen In expansiune
este de la aproximativ 1 la 25, aproximativ 1 la 50, aproximativ 1 la 100, aproximativ 1 la 125, aproximativ
1 la 150, aproximativ 1 la 175, aproximativ 1 la 200, aproximativ 1 la 225, aproximativ 1 la 250,
aproximativ 1 la 275, aproximativ 1 la 300, aproximativ 1 la 325, aproximativ 1 la 350, aproximativ 1 la
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375, aproximativ 1 la 400, sau aproximativ 1 la 500, sau intre 1 1a 50 si 1 la 300, sau Intre 1 la 100 51 1 la
200.

In anumite aranjamente, semnalul stimulator primar si semnalul co-stimulator pentru celula T
poate fi furnizat prin diferite protocoale. De exemplu, agentii care furnizeaza fiecare semnal pot fi In solutie
sau cuplati cu o suprafatd. Atunci cdnd sunt cuplati cu o suprafatd, agentii pot fi cuplati cu aceeasi suprafati
(adicd, in formatie ,,cis”), sau cu suprafete separate (adicd, in formatie ,trans”). Ca alternativa, un agent
poate fi cuplat cu o suprafata, si celalalt agent poate in solutie. Intr-un aranjament, agentul care furnizeaza
semnalul costimulator este legat la o suprafatd a unei celule, si agentul care furnizeaza semnalul de activare
primar este in solutie sau cuplat cu o suprafata. In anumite aranjamente, ambii agenti pot fi in solutie. Intr-
un aranjament, agentii pot fi sub forma solubild, si apoi reticulati la o suprafatd, cum ar fi o celuld care
exprima receptorii Fe sau un anticorp sau un alt agent de legare, care se va lega la agenti. In aceasta privinta,
vezi, de exemplu, U.S. Patent Application Publication Nos. 20040101519 si 20060034810 pentru celulele
care prezintd antigeni artificiali (APC) care sunt avuti In vedere pentru utilizare in celulele care prezinta
antigeni artificiale (aAPC) care sunt avute In vedere pentru utilizare in activarea si expansiunea celulelor T
din dezvaluirea de fata.

Intr-un aranjament, cei doi agenti sunt imobilizati pe perle, fie pe aceeasi perla, adica, "cis,", sau
pe perle separate, adicd, "trans." Ca exemplu, antigenul care furnizeaza semnalul de activare primar este un
anticorp anti-CD3 sau un fragment de legare a antigenului al acestuia, si agentul care furnizeazd semnalul
costimulator este un anticorp anti-CD28 sau un fragment de legare a antigenului al acestuia; si ambii agenti
sunt co-imobilizati pe aceeasi perl in cantitdti moleculare echivalente. Intr-un aranjament, un raport de 1:1
al fiecdrui anticorp legat la perle pentru expansiunea celulelor T CD4+ si pentru cresterea celulelor T este
utilizat. In anumite aspecte ale dezvaluirii de fata, un raport al anticorpilor anti CD3:CD28 legati la perle
este utilizat, astfel Incat o crestere a expansiunii celulelor T este observatd comparativ cu expansiunea
observata utilizind un raport de 1:1. Intr-un aranjament particular, o crestere de la aproximativ 1 la
aproximativ 3 ori este observati comparativ cu expansiunea observata utilizand un raport de 1:1. Intr-un
aranjament, raportul anticorpilor CD3:CD28 legati la perle se situeazd in intervalul de la 100:1 1a 1:100 si
toate valorile intregi intre. Intr-un aranjament al dezvaluirii de fata, mai mult anticorp anti-CD28 este legat
la particule decit anticorp anti-CD3, adicd, raportul CD3:CD28 este mai putin de unu. In anumite
aranjamente ale dezvaluirii, raportul dintre anticorpul anti CD28 si anticorpul anti CD3 legati la perle este
mai mare de 2:1. Intr-un aranjament particular, un raport de 1:100 CD3:CD28 al anticorpilor legati la perle
este utilizat. Intr-un aranjament, un raport de  1:75 CD3:CD28 al anticorpilor legati la perle este utilizat.
Intr-un aranjament suplimentar, un raport de 1:50 CD3:CD28 al anticorpilor legati la perle este utilizat.
Intr-un aranjament, un raport de 1:30 CD3:CD28 al anticorpilor legati la perle este utilizat. Intr-un
aranjament preferat, un raport de 1:10 CD3:CD28 al anticorpilor legati la perle este utilizat. Intr-un
aranjament, un raport de 1:3 CD3:CD28 al anticorpilor legati la perle este utilizat. Intr-o altd concretizare,
un raport de 3:1 CD3:CD28 dintre anticorpii legati la perle este utilizat.

Rapoartele dintre particule si celule de la 1:500 la 500:1 si orice valori intregi Intre pot fi utilizate
pentru a stimula celulele T sau alte celule tintd. Dupéd cum va aprecia rapid un specialist din domeniu,
raportul dintre particule si celule poate depinde de méarimea particulei In raport cu celula tintd. De exemplu,
perlele cu marime micd pot lega doar putine celule, in timp ce perlele mari pot lega multe. In anumite
aranjamente raportul dintre celule si particule se situeazd in intervalul de la 1: 100 la 100:1 si orice valori
intregi intre si in aranjamente suplimentare raportul cuprinde de la 1:9 la 9:1 si orice valori intregi Intre,
poate fi de asemenea utilizat pentru a stimula celulele T. Raportul dintre particulele anti-CD3- si anti-CD28
cuplate cu celulele T care are ca rezultat stimularea celulelor T poate varia asa cum a fost observat mai sus,
cu toate acestea, anumite valori preferate includ 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5,
1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, si 15:1, cu un raport preferat fiind cel putin 1:1
per celula T. Intr-un aranjament, un raport al particulelor la celule de 1:1 sau mai putin este utilizat. Intr-un
aranjament particular, un raport preferat particula: celuld este 1:5. In aranjamente suplimentare, raportul
dintre particule si celule poate fi variat depinzand de ziua stimuldrii. De exemplu, Intr-un aranjament,
raportul dintre particule si celule este de la 1:1 la 10:1 in prima zi, si particule aditionale sunt addugate la
celule 1n fiecare zi sau la doud zile, pand la 10 zile, la rapoarte finale de la 1: 1 la 1:10 (pe baza numarului
de celule din ziua adaugarii). Intr-un aranjament particular, raportul dintre particule si celule este 1:1 in
prima zi de stimulare, si este ajustat la 1:5 in zilele trei si cinci de stimulare. Intr-un aranjament, particulele
sunt addugate zilnic sau la doud zile la raportul final de 1:1 in prima zi, si 1:5 in zilele trei si cinci de
stimulare. Intr-un aranjament, raportul dintre particule si celule este 2:1 in prima zi de stimulare si este
ajustat la 1:10 in zilele trei i cinci de stimulare. Intr-un aranjament, particulele sunt adaugate zilnic sau la
doud zile, la un raport final de 1:1 in prima zi, si 1:10 1n zilele trei si cinci de stimulare. Un specialist din
domeniu va aprecia ¢i o varietate de alte rapoarte va fi adecvata pentru utilizare in dezviluirea de fat. In
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special, rapoartele vor varia depinzind de mirimea particulei si de tipul si marimea celulei. Intr-un
aranjament, cele mai obisnuite rapoarte pentru utilizare se afld in vecinitatea de 1:1, 2: 1 s1 3:1 in prima zi.

In aranjamente suplimentare ale dezvaluirii de fatd, celulele, cum ar fi celulele T, sunt combinate
cu perle acoperite cu agent, perlele si celulele sunt separate ulterior, si apoi celulele sunt cultivate. Intr-un
aranjament alternativ, inainte de cultivare, perlele acoperite cu agent si celulele nu sunt separate, ci sunt
cultivate impreuna. Intr-un aranjament suplimentar, perlele si celulele sunt intai concentrate prin aplicarea
unei forte, cum ar fi forta magneticd, avand ca rezultat o legare crescutd a markerilor de suprafatd celulara,
prin aceasta inducand stimularea celulei.

PREPARAREA CELULELOR CoStAR

Instrumente de manipulare genetica bazate pe virusuri si care nu sunt bazate pe virusuri pot fi
utilizate pentru a genera celule T CoStAR, avand ca rezultat exprimarea permanentd sau tranzitorie a
genelor terapeutice. Livrarea de gene pe bazad de retrovirus este o tehnologie maturd, bine caracterizata,
care a fost utilizata pentru a integra permanent CAR in genomul celulei gazda (Scholler J., de ex. Decade-
long safety and function of retroviral-modified chimeric antigen receptor T cells. Sci. Transl. Med.
2012;4:132ra53; Rosenberg S.A. et al., Gene transfer into humans-immunotherapy of patients with
advanced melanoma, using tumor-infiltrating lymphocytes modified by retroviral gene transduction. N.
Engl. J. Med. 1990;323:570-578).

Metode de transfectie cu ADN non viral pot fi de asemenea utilizate. De exemplu, Singh et al
descriu utilizarea sistemului de transpozoni Frumoasa Adormitad (SB) dezvoltat pentru a manipula celulele
T CAR (Singh H,, et al., Redirecting specificity of T-cell populations for CD19 using the Sleeping Beauty
system. Cancer Res. 2008;68:2961-2971) si este utilizat In studii clinice (vezi de ex., ClinicalTrials.gov:
NCT00968760 si NCT01653717). Aceeasi tehnologie este aplicabild pentru a manipula celulele CoStAR.

Multiple enzime SB au fost utilizate pentru a livra transgenele. Matés descrie o transpozazi
hiperactivd (SB100X) cu o imbunétatire de aproximativ 100 de ori a eficientei comparativ cu transpozaza
de primd generatie. SB100X a sprijinit un transfer de gene stabile 35-50% 1n celulele CD34(+) umane
imbogdtite in celule stem hematopoietice sau strimos. (Matés L. et al., Molecular evolution of a novel
hyperactive Sleeping Beauty transposase enables robust stable gene transfer in vertebrates. Nat. Genet.
2009;41:753-761) si multiple transgene pot fi livrate din plasmide unice multicistronice (de ex., Thokala
R. et al,, Redirecting specificity of T cells using the Sleeping Beauty system to express chimeric antigen
receptors by mix-and-matching of VL and VH domains targeting CD123+ tumors. PLoS ONE.
2016;11:e0159477) sau multiple plasmide (de ex., Hurton L.V. et al., Tethered IL-15 augments antitumor
activity and promotes a stem-cell memory subset in tumor-specific T cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
2016;113:E7788-E7797). Asemenea sisteme sunt utilizate cu CoStAR din inventie.

Morita et al, descriu sistemul de transpozoni piggyBac pentru a integra transgene mai mari (Morita
D. et al., Enhanced expression of anti-CD19 chimeric antigen receptor in piggyBac transposon-engineered
T cells. Mol. Ther. Methods Clin. Dev. 2017;8:131-140) Nakazawa et al. descriu utilizarea sistemului
pentru a genera celule T citotoxice specifice pentru EBV care exprimi receptorii de antigeni himerici
specifici pentru HER2 (Nakazawa Y et al, PiggyBac-mediated cancer immunotherapy using EBV-specific
cytotoxic T-cells expressing HER2-specific chimeric antigen receptor. Mol. Ther. 2011;19:2133-2143).
Manuri et al au utilizat sistemul pentru a genera celule T specifice pentru CD-19 (Manuri P.V.R. et al,,
piggyBac transposon/transposase system to generate CD19-specific T cells for the treatment of B-lineage
malignancies. Hum. Gene Ther. 2010;21:427-437).

Tehnologia transpozonului este usoard si ieftind. Un dezavantaj potential este reprezentat de
protocoalele de expansiune mai Indelungate utilizate care pot avea ca rezultat diferentierea celulelor T,
activitatea deterioratd si persistenta slabd a celulelor infuzate. Monjezi et al descriu dezvoltarea de vector
minicirculari care minimizeaza aceste dificultati prin integrare cu eficientd mai mare (Monjezi R. et al.,
Enhanced CAR T-cell engineering using non-viral Sleeping Beauty transposition from minicircle vectors.
Leukemia. 2017;31:186-194). Aceste tehnologii cu transpozoni pot fi utilizate pentru CoStAR din inventie.

COMPOZITII FARMACEUTICE

Dezvéluirea de fatd se referd la de asemenea la o compozitie farmaceutici care contine un vector
sau o celuld care exprimd CoStAR din dezviluire, impreund cu un purtdtor, diluant sau excipient
farmaceutic acceptabili, si optional una sau mai multe polipeptide farmaceutic acceptabile si/sau unul sau
mai multi compusi farmaceutic acceptabili.

fn unele aranjamente, o compozitie farmaceutica este furnizata, cuprinzind un CoStAR descris
mai sus si un purtitor farmaceutic acceptabil. In unele aranjamente, o compozitie farmaceutici este
furnizatd cuprinzand un acid nucleic care codifici un CoStAR in conformitate cu oricare dintre
aranjamentele descrise mai sus, si un purtitor farmaceutic acceptabil. In unele aranjamente, o compozitie
farmaceuticd este furnizatd, cuprinzand o celuld efectoare care exprimd un CoStAR descris mai sus, si un
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purtdtor farmaceutic acceptabil. O asemenea formulare poate fi de exemplu sub o forma adecvatd pentru
perfuzie intravenoasa.

Dupd cum se utilizeazd aici, prin "farmaceutic acceptabil” sau "farmacologic compatibil” se
intelege un material care nu este indezirabil biologic sau in alt fel, de ex., materialul poate fi incorporat intr-
o compozitie farmaceuticd de administrat la un pacient, fard a produce nici un efect biologic semnificativ
nedorit sau fara a interactiona in manierd ddunétoare cu orice alt compus al compozitiei in care este continut.
Purtétorii sau excipientii farmaceutic acceptabili au satisfacut de preferintd standardele necesare de testare
toxicologicd si de fabricatie, si/sau sunt inclusi in Ghidul Ingredientelor Inactive pregitit de Administratia
SUA pentru Alimente si Medicamente.

Un aspect al inventiei furnizeaza o populatie de celule T modificate care exprimd un CoStAR
recombinat. O populatie adecvata poate fi produsa printr-o metoda descrisd mai sus.

Populatia de celule T modificate poate fi pentru utilizare ca medicament. De exemplu, o populatie
de celule T modificate asa cum a fost descrisd aici poate fi utilizatd in imunoterapia cancerului, de exemplu
in terapia cu celule T adoptive.

Alte aranjamente furnizeazd utilizarea unei populatii de celule T modificate asa cum a fost descrisa
aici, pentru fabricarea unui medicament pentru tratamentul cancerului, a unei populatii de celule T
modificate asa cum a fost descrisd aici pentru tratamentul cancerului, si 0 metodd de tratament al cancerului
(nerevendicat) poate cuprinde administrarea unei populatii de celule T modificate asa cum a fost descrisd
aici la un individ care are nevoie de aceasta.

Populatia de celule T modificate poate fi autologd, adicad celulele T modificate au fost obtinute
original de la acelasi individ la care acestea sunt administrate ulterior (adicd, individul donor si individul
primitor este acelasi). O populatie adecvatd de celule T modificate pentru administrarea la individ poate fi
produsi printr-o metodd cuprinzand furnizarea unei populatii initiale de celule T obtinute de la individ,
modificarea celulelor T pentru a exprima un PDE cAMP sau un fragment al acestuia si un receptor de
antigen care se leagd specific la celulele canceroase ale individului, si cultivarea celulelor T modificate.

Populatia de celule T modificate poate fi alogend, adicd celulele T modificate au fost obtinute la
origine de la un individ diferit fatd de individul céruia 11 sunt administrate ulterior (adicd, individul donor
si cel primitor sunt diferiti). Indivizii donor si primitor pot avea HL A potrivit pentru a evita GVHD si alte
efecte imune indezirabile. O populatie adecvatd de celule T modificate pentru administrarea la un individ
primitor poate fi produsa printr-o metoda care cuprinde furnizarea unei populatii initiale de celule T obtinute
de la un individ donor, modificarea celulelor T pentru a exprima un CoStAR care se leagd specific la
celulele de cancer de la individul primitor, si cultivarea celulelor T modificate.

Dupéd administrarea (nerevendicatd) a celulelor T modificate, individul primitor poate prezenta un
raspuns imun mediat de celulele T fatd de celulele canceroase din individul primitor. Acest fapt poate avea
un efect benefic asupra stérii de cancer de la individ.

Stérile de cancer pot fi caracterizate de proliferarea celulelor canceroase maligne si pot include
leucemiile, cum ar fi AML, CML, ALL si CLL, limfoamele, cum ar fi limfomul Hongkin, limfomul non
Hodgkin, si mielomul multiplu, si cancerele solide, cum ar fi sarcoamele, cancerul de piele, melanomul,
cancerul de vezicd urinard, cancerul de creier, cancerul mamar, cancerul uterului, cancerul ovarului,
cancerul prostatei, cancerul plamanului, cancerul colo-rectal, cancerul cervical, cancerul de ficat, cancerul
capului si gatului, cancerul esofagian, cancerul de pancreas, cancerul renal, cancerul glandelor suprarenale,
cancerul de stomac, cancerul testicular, cancerul vezicii biliare si al tracturilor biliare, cancerul tiroidian,
cancerul de timus, cancerul de os, si cancerul cerebral, precum si cancerul cu sediu primar necunoscut
(CUP).

Celulele de cancer de la un individ pot fi distincte imunologic de celulele somatice normale de la
individ (adicd, tumoarea canceroasa poate fi imunogend). De exemplu, celulele de cancer pot fi capabile de
a provoca un raspuns imun sistemic in individ Impotriva unuia sau mai multor antigeni exprimati de celulele
de cancer. Antigenii tumorali care provoacd raspunsul imun pot fi specifici pentru celulele canceroase, sau
pot fi Impartdsiti de una sau mai multe celule normale din individ.

Un individ adecvat pentru tratamentul asa cum a fost descris mai sus, poate fi un mamifer, poate
fi un rozétor (de ex., cobai, hamster, sobolan, soarece), murin (de ex., un soarece), canin (de ex., caine),
felin (de ex., pisicd), echin (de ex., cal), un primat, un simian (de ex., maimuti sau o gorild), o maimuta (de
ex., marmosetd, babuin), o maimuta fard coada (gorild, cimpanzeu, urangutan, gibon), sau om.

fn aranjamente preferate, individul este un om. In alte aranjamente preferate, mamifere non umane,
in special mamifere care sunt conventional utilizate ca modele pentru demonstrarea eficacitétii terapeutice
la oameni (de ex., animale murine, primate, porcine, canine, sau iepuri) pot fi utilizate.

METODA DE TRATAMENT

Termenul "cantitate terapeutic eficace" se referd la o cantitate de CoStAR sau compozitie
cuprinzand un CoStAR asa cum a fost dezviluit aici, eficace pentru a ,.trata” o boald sau o tulburare la un
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individ. Tn cazul unui cancer, cantitatea terapeutic eficace de CoStAR sau compozitie cuprinzind un
CoStAR asa cum a fost dezviluitd aici poate reduce numdrul de celule de cancer; poate reduce méarimea
sau greutatea tumorii; poate inhiba (adicd, a Incetini Intr-o anumitd proportie, si de preferintd a opri)
infiltrarea celulelor de cancer in organele periferice; inhiba (adicd, a Incetini intr-o anumita proportie, si de
preferintd a opri) metastaza tumorald; inhibd, intr-o anumitd proportie, cresterea tumorii; si/sau atenueaza
intr-o anumitd proportie unul sau mai multe dintre simptomele asociate cu cancerul. In mésura in care un
CoStAR sau o compozitie cuprinzdnd un CoStAR asa cum a fost dezviluit aici poate preveni cresterea
si/sau poate omori celulele canceroase existente, aceasta poate fi citotoxica si/sau citostatica. In unele
aranjamente, cantitatea terapeutic eficace este o cantitate inhibitoare a cresterii. In unele aranjamente,
cantitatea terapeutic eficace este o cantitate care Imbunititeste supravietuirea lipsitd de progres a unui
pacient. In cazul unei boli infectioase, cum ar fi o infectie virald, cantitatea terapeutic eficace de CoStAR
sau compozitie cuprinzand un CoStAR asa cum a fost dezviluit aici poate reduce numarul de celule
infectate de patogen; poate reduce productia sau eliberarea antigenilor derivati de la patogen; poate inhiba
(adicd, Incetineste Intr-o anumitd proportie, si de preferintd opreste), rdspandirea antigenilor derivati de la
patogen; inhibd (adicd, Incetineste intr-o anumitd proportie, si de preferintd opreste) rdspandirea
patogenului la celulele neinfectate; si/sau atenueaza intr-o anumitd proportie unul sau mai multe simptome
asociate cu infectia. In unele aranjamente, cantitatea terapeutic eficace este o cantitate care prelungeste
supravietuirea pacientului.

Celulele, incluzand celulele T si NK, care exprimd CoStARs pentru utilizare in metodele
dezviluirii de fata pot fi fie create ex vivo, fie de la sangele periferic al pacientului (autologe), sau in cadrul
unui transplant de celule stem hematopoietice din sangele periferic al unui donor (alogene), sau din sangele
periferic al unui donor neconectat (alogene). Ca alternativi, celulele T sau celulele NK pot fi derivate din
diferentierea ex vivo al celulelor strdmos inductibile sau din celulele stramos embrionare in celule T sau in
celule NK. in aceste cazuri, celulele T care exprimd un CoStAR, si, optional, un CAR si/sau TCR, sunt
generate prin introducerea de ADN sau de ARN care codificd CoStAR, si, optional, a unui CAR si/sau a
unui TCR, printr-unul dintre multele mijloace incluzand transductia cu un vector viral, transfectia cu ADN
sau cu ARN.

Celulele T sau NK care exprimd un CoStAR din inventia de fat si, optional, care exprima un TCR
si/sau un CAR, pot fi utilizate pentru tratamentul cancerelor hematologice sau al tumorilor solide.

O metoda de tratament al unei boli (nerevendicat) se referd la utilizarea terapeuticd a unui vector
sau a unei celule, incluzand o celuld T sau NK, din inventie. Din acest punct de vedere, vectorul, sau celula
T sau NK pot fi administrate la un subiect care are o boald sau afectiune existentd pentru a micsora, reduce
sau Imbundtiti cel putin un simptom asociat cu boala, si/sau a Incetini, reduce sau bloca progresul bolii.
Metoda poate cauza, sau promova, omorarea mediatd de celulele T a celulelor canceroase. Vectorul sau
celulele T sau NK in conformitate cu dezvéluirea de fata pot fi administrate (nerevendicat) la un pacient cu
unul sau mai multi agenti terapeutici aditionali. Cel unul sau mai multi agenti terapeutici pot fi co-
administrati la pacient. Prin ,,co-administrare”, se intelege administrarea unuia sau mai multor agenti
terapeutici aditionali, si a vectorului, sau a celulelor T sau NK din inventia de fatd suficient de apropiat in
timp incat vectorul, sau celulele T sau NK si poate amplifica efectul unuia sau mai multor agenti terapeutici
aditionali, sau invers. In aceastd privintd, vectorii sau celulele pot fi administrati intai, si cel unul sau mai
multi agenti terapeutici aditionali pot fi administrati apoi, sau invers. Ca alternativa, vectorii sau celulele,
si cel unul sau mai multi agenti terapeutici aditionali pot fi administrati simultan. Un agent terapeutic co-
administrat care poate fi util este IL-2, deoarece aceasta este utilizatd acum in terapiile celulare existente
pentru a impulsiona activitatea celulelor administrate. Cu toate acestea, tratamentul cu IL-2 este asociat cu
probleme de toxicitate si tolerabilitate.

Dupa cum a fost mentionat, pentru administrarea la un pacient, celulele efectoare CoStAR pot fi
alogene sau autologe fatd de pacient. In anumite aranjamente, celulele alogene sunt modificate genetic
suplimentar, de exemplu prin editare genica, astfel Incat s se minimizeze sau si se prevind GVHD si/sau
raspunsul imun al pacientului impotriva celulelor CoStAR.

Celulele efectoare CoStAR sunt utilizate pentru a trata cancerele si bolile neoplazice asociate cu
un antigen tintd. Cancerele si bolile neoplazice care pot fi tratate utilizand oricare dintre metodele descrise
aici includ tumori care nu sunt vascularizate, sau care nu sunt incd substantial vascularizate, precum si
tumorile vascularizate. Cancerele pot cuprinde tumorile non solide (cum ar fi tumorile hematologice, de
exemplu, leucemiile si limfoamele), sau pot cuprinde tumorile solide.

Tipurile de cancere de tratat cu celule efectoare CoStAR din inventie includ, dar nu se limiteaza
la, carcinomul, blastomul si sarcomul, si anumite leucemii sau malignititi limfoide, tumori benigne si
maligne, si malignitéti, de ex., sarcoamele, carcinoamele si melanoamele. Tumorile/cancerele de la adult si
tumorile/cancerele pediatrice sunt incluse.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3914611 T2 2025.02.28
22

Cancerele hematologice sunt cancere ale sdngelui sau ale maduvei osului. exemple de cancere
hematologice (sau hematogenoase) includ leucemiile, incluzand leucemiile acute (cum ar fi leucemia
limfocitara acutd, leucemia mielocitard acutd, leucemie mielogend acutd, si leucemia limfocitard cronicd),
policitemia vera, limfomul, boala Hodgkin, limfomul non Hodgkin (formele indolente si de grad inalt),
mielomul multiplu, plasmacitomul, macroglobulinemia Waldenstrom, boala lantului greu, sindromul
mielodisplazic, leucemia cu celule paroase si mielodisplazia.

Tumorile solide sunt mase anormale de tesut care de obicei nu contin chisturi sau zone lichide.
Tumorile solide pot fi benigne sau maligne. Diferite tipuri de tumori solide sunt denumite dupa tipul de
celule care le formeaza (cum ar fi sarcoame, carcinoame si limfoame). Exemple de tumori solide, cum ar fi
sarcoamele si carcinoamele, includ carcinomul adrenocortical, colangiocarcinomul, fibrosarcomul,
mixosarcomul, liposarcomul, condrosarcomul, osteosarcomul, si alte sarcoame, sinoviomul, mezoteliomul,
tumoarea Ewing, leiomuosarcomul, rabdomiosarcomul, carcinomul de colon, cancerul de stomac,
malignitatea limfoidad, cancerul pancreatic, cancerul de sén, cancerele de plaméni, cancerul ovarian,
cancerul de prostatd, carcinomul hepatocelular, carcinomul cu celule scvamoase, carcinomul celulelor
bazale, adenocarcinomul, carcinomul glandelor sudoripare, cancerul de tiroida (de ex., carcinomul tiroidian
medular si carcinomul tiroidian papilar), feocromcitoamele, carcinomul glandelor sebacee, carcinomul
papilar, adenocarcinoamele papilare, carcinomul medular, carcinomul bronhogen, carcinomul celulei
renale, hepatomul, carcinomul ductului biliar, coriocarcinomul, tumoarea Wilms, cancerul cervical (de ex.,
carcinomul cervical si displazia cervicald pre-invazivi), cancerul colorectal, cancerul anusului, al canalului
anal sau al ano-rectului, cancerul vaginal, cancerul vulvei (de ex., carcinomul cu celule scvamoase,
carcinomul intraepitelial, adenocarcinomul, cancerele capului (de ex., carcinomul cu celule scvamoase),
cancerele gatului, (de ex., carcinomul cu celule scvamoase), cancerul testicular (de ex., semiomul,
teratomul, carcinomul embrionar, teratocarcinomul, coriocarcinomul, sarcomul, tumoarea celulei Leydig,
fibromul, fibroadenomul, tumorile adenomatoide, si lipomul), carcinomul vezicii, cancerul de rinichi,
melanomul, cancerul uterului (de ex., carcinomul endometrial), cancerele uroteliale (de ex., carcinomul cu
celule scvamoase, carcinomul celulelor tranzitionale, adenocarcinomul, cancerul ureterei, si cancerul
vezicil urinare), si tumorile SNC-ului (cum ar fi un gliom, cum ar fi gliomul trunchiului cerebral si
glioamele mixte), glioblastomul (cunoscut de asemenea sub denumirea de glioblastom multiform),
astrocitomul, limfomul SNC, germiomul, meduloblastomul, schwanomul, craniofaringiomul,
menangiomul, neuroblastomul, retinoblastomul si metastazele cerebrale).

Atunci cand "o cantitate imunologic eficace," "o cantitate eficace anti-tumoral,” "o cantitate
eficace pentru inhibarea umorii," sau "o cantitate terapeutica" este indicatd, cantitatea preciza de compozitii
din inventia de fatd de administrat (nerevendicat) poate fi determinata de un medic, cu luarea in consideratie
a diferentelor individuale de varstd, greutate, mirime a tumorii, proportia de infectie sau de metastaza, si
starea pacientului (subiectului). Se poate afirma in general cd o compozitie farmaceuticd cuprinzand
celulele T descrise aici poate fi administratd intr-o dozi de la 10* 1a 10° celule/kg de greutate corporald, in
unele cazuri de la 10° 1a 10° celule/kg de greutate corporald, incluzand toate valorile intregi din aceste
intervale. Compozitiile de celule T pot fi administrate de asemenea de mai multe ori In aceste doze. Celulele
pot fi administrate prin utilizarea de tehnici de perfuzie care sunt cunoscute in mod obisnuit In imunoterapie
(vezi, de ex., Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319:1676, 1988).

Terapii combinate

O celula care exprimd CoStAR descrisd aici poate fi utilizatd In combinatie cu alti agenti cunoscuti,
si cu alte terapii cunoscute. Administratd ,,in combinatie”, dupd cum se utilizeaza aici, inseamnd cd doud
(sau mai multe) tratamente diferite sunt livrate subiectului in cursul afectiunii subiectului cu tulburarea, de
ex. cele doud sau mai multe tratamente sunt livrate dupd ce subiectul a fost diagnosticat cu tulburarea, si
fnainte ca tulburarea si fi fost vindecata sau eliminatd, sau tratamentul a incetat din alte motive. In anumite
aranjamente (nerevendicat), livrarea unui tratament se produce incd atunci cand livrarea celui de-al doilea
incepe, astfel Incat existd o suprapunere in termeni de administrare. La aceasta se face referire uneori aici
sub denumirea de ,livrare simultana” sau ,livrare concurents”. In alte aranjamente (nerevendicat), livrarea
unui tratament se termind inainte ca livrarea celuilalt tratament s inceapd. In anumite aranjamente
(nerevendicat) 1n orice caz, tratamentul este mai eficace datoritd administrarii combinate. De exemplu, al
doilea tratament este mai eficace, sau cel de-al doilea tratament reduce simptomele intr-o proportie mai
mare decét ar fi observatd daci al doilea tratament ar fi fost administrat in absenta primului tratament, sau
situatia analoagi se observa cu primul tratament. in anumite aranjamente (nerevendicat), livrarea este astfel
incét reducerea unui simptom, sau a unui alt parametru legat de tulburare este mai mare decét ceea ce ar
putea fi observat cu un tratament livrat in absenta celuilalt. Efectul celor doud tratamente poate fi potential
aditiv, total aditiv, sau mai mare decét aditiv. Livrarea poate fi astfel incat un efect al primului tratament
livrat este incd detectabil atunci cand cel de-al doilea este livrat.
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O celuld care exprimi un CoStAR descrisd aici si cel putin un agent terapeutic aditional, pot fi
administrate (nerevendicat) simultan, in aceeasi compozitie farmaceuticd sau in compozitii farmaceutice
separate, sau secvential. Pentru administrarea secventiala (nerevendicat), celula care exprimd CAR descrisa
aici poate fi administratd prima, si agentul aditional poate fi administrat al doilea, sau ordinea de
administrare poate fi inversata.

Terapia cu CoStAR si/sau cu alti agenti terapeutici, proceduri sau modalititi, pot fi administrate
(nerevendicat) 1n timpul perioadelor de tulburare activd, sau in timpul unei perioade de remisiune sau de
boald mai putin activa. Terapia cu CoStAR poate fi administratd (nerevendicat) inainte de celilalt tratament,
impreund cu tratamentul, post-tratament, sau in timpul remisiunii tulburdrii.

Atunci cand se administreaza In combinatie (nerevendicat), terapia si agentul aditional (de ex., al
doilea si al treilea agent), sau toti, pot i administrat Intr-o cantitate sau doza care este mai mare, mai mica
sau aceeasi cu cantitatea sau doza din fiecare agent utilizati individual, de ex., sub forma de monoterapie.
In anumite aranjamente (nerevendicat), cantitatea sau doza administrate de terapie cu CoStAR, de agent
aditional (de ex., al doilea sau al treilea agent), sau toate, este mai micé (de ex., cel putin 20%, cel putin
30%, cel putin 40%, sau cel putin 50%) decat cantitatea sau doza din fiecare agent utilizat individual, de
ex., sub forma de monoterapie. In alte aranjamente (nerevendicat), cantitatea sau doza de terapie CoStAR,
agentul aditional (de ex., al doilea sau al treilea agent), sau toate, care au ca rezultat un efect dorit (de ex.,
tratamentul cancerului), este mai mic (de ex., cu cel putin 20%, cel putin 30%, cel putin 40%, sau cel putin
50% mai micd) decit cantitatea sau doza din fiecare agent utilizat individual, de ex., sub formd de
monoterapie, necesard pentru a obtine acelasi efect terapeutic.

In aranjamente suplimentare, o celuld care exprima CoStAR descrisi aici poate fi utilizatd intr-un
regim de tratament (nerevendicat) in combinatie cu interventia chirurgicald, chemoterapia, radiatia, agentii
imunodepresivi, cum ar fi ciclosporina, azatioprina, metotrexatul, micofenolatul, si FK506, anticorpi, sau
alti agenti imuno-ablativi, cum ar fi CAMPATH, anticorpi anti-CD3 sau alte terapii cu anticorpi, citoxina,
fludarabind, ciclosporind, FK506, rapamicing, acid micofenolic, steroizi, FR901228, citokine si iradiere,
vaccinuri peptidice, cum ar fi cel descris In [zumoto et al. 2008 J Neurosurg 108:963-971.

fn anumite aspecte, compusii din inventia de fatd sunt combinati cu alti agenti terapeutici, cum ar
fi alti agenti anti-cancer, agenti antialergici, agenti anti-greatd (sau antiemetice), agenti de calmare a durerii,
agenti citoprotectori, si combinatii ale acestora.

Intr-un aranjament, o celula care exprima CoStAR descrisa aici poate fi utilizati in combinatie cu
un agent chemoterapeutic. Agenti chemoterapeutici exemplari includ o antraciclind (de ex., doxorubicina
(de ex., doxorubicind lipozomald)), un alcaloid din vinca (de ex., vinblastind, vincristind, vindesini,
vinorelbind), un agent alchilant (de ex., ciclofosfamida, dacarbazina, melfalan, ifosfamida, temozolomida),
un anticorp anti-celuld imuna (de ex., alemtuzamab, gemtuzumab, rituximab, ofatumumab, tosittmomab,
brentuximab), un antimetabolit (incluzand, de ex., antagonisti ai acidului folic, analogi ai pirimidinei,
analogi ai purinei, si inhibitori ai adenozin deaminazei (de ex., fludarabind)), un inhibitor al mTOR, un
antagonist al proteinei legate de TNFR indus de TNFR glucocorticoid (GITR), un inhibitor al
proteazomului (de ex., aclacinomicina A, gliotoxina sau bortezomib), un imunomodulator cum ar fi
talidomida sau un derivat de talidomida (de ex., lenalidomida).

Agentii chemoterapeutici generali pentru utilizare in terapiile combinate includ busulfan
(Myleran®), busulfan injectie (Busulfex®), cladribina (Leustatin®), ciclofosfamidi (Citoxan® sau Neosar®),
citarabind, citozind arabinozida (Citosar-U®), injectie cu lipozomi de citarabini (DepoCit®), clorhidrat de
daunorubicind (Cerubidine®), injectie cu lipozomi cu citrat de daunorubicini (DaunoXome®),
dexametaszond, clorhidrat de doxorubicind (Adriamicin®, Rubex®), etopozid (Vepesid®), fosfat de
fludarabinid (Fludara®), hidroxiuree (Hidrea®), idarubicind (Idamicin®), mitoxantroni (Novantrone®),
Gemtuzumab Ozogamicin (Milotarg®).

Agentii chemoterapeutici generali considerati pentru utilizare in terapiile combinate includ
anastrozol (Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfat de bleomicini (Blenoxane®), busulfan (Mileran®),
busulfan injectic (Busulfex®), capecitabini (Xeloda®), N4-pentoxicarbonil-5-deoxi-5-fluorocitidini,
carboplatind (Paraplatin®), carmustind (BiCNU®), clorambucil (Leukeran®), cisplatind (Platinol®),
cladribina (Leustatin®), ciclofosfamida (Citoxan® sau Neosar®), citarabini, citozind arabinozida (Citosar-
U®), injectie cu lipozomi de citarabind (DepoCit®), dacarbazini (DTIC-Dome®), dactinomicini
(Actinomicin D, Cosmegan), clorhidrat de daunorubicini (Cerubidine®), injectia cu lipozomi de citrat de
daunorubicini (DaunoXome®), dexametazond, docetaxel (Taxotere®), clorhidrat de doxorubicini
(Adriamicin®, Rubex®), etopozid (Vepesid®), fosfat de fludarabini (Fludara®), 5-fluorouracil (Adrucil®,
Efudex®), flutamidd (Eulexin®), tezacitibind, gemecitabind (difluorodeoxicitiding), hidroxiuree (Hidrea®),
idarubicind (Idamicin®), ifosfamidd (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L-asparaginazi (ELSPAR®),
leucovorind de calciu, melfalan (Alkeran®), 6-mercaptopurind (Purinetol®), metotrexat (Folex®),
mitoxantrond (Novantrone®), milotarg, paclitaxel (Taxol®), foenix (Ittrium90/MX-DTPA), pentostatini,
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polifeprosan 20 cu implant de carmustind (Gliadel®), citrat de tamoxifen (Nolvadex®), tenipozidi
(Vumon®), 6-tioguanind, tiotepa, tirapazamini (Tirazone®), clorhidrat de topotecan pentru injectie
(Hicamptin®), vinblastind (Velban®), vincristind (Oncovin®), si vinorelbini (Navelbine®).

Tratamentele pot fi evaluate, de exemplu, prin regresia tumorii, greutate tumorii sau micsorarea
marimii, timpul péna la progres, durata de supravietuire, supravietuirea lipsitd de tumoare, rata totala de
rdspuns, durata raspunsului, calitatea vietii, exprimarea proteinelor si/sau activitatea acestora. Abordérile
pentru a determina eficacitatea terapiei pot fi utilizate, incluzand, de exemplu, mésurarea raspunsului prin
imagisticd radiologica.

EXEMPLE

Exemplul 1 — Productia celulelor care exprima CoStAR

Materiale si metode

Proiectarea constructului — CoStAR MFE23 constd din o secventd de nucleotide dintr-un fragment
de anticorpi cu un singur lant derivat de la MFE23 cu o secventd lider M1 de oncostatind fuzionati cu
intreaga secventd de acizi nucleici a CD28 umane. Secventei de nucleotide a CoStAR i-au fost optimizati
codonii si genele i-au fost sintetizate de Genewiz Inc. Constructii au fost clonati in pSF.Lenti (Oxford
Genetics) printr-un situs Xbal si Nhel.

Productia lentivirald — productia lentivirusului a fost realizata utilizand un sistem de ambalare cu
trei plasmide (Cell Biolabs, San Diego, USA) prin amestecarea a 10 pg din fiecare plasmida, plus 10 pg
de plasmida lentivirald pSF.Lenti contindnd transgena, impreund in RPMI lipsit de ser contindnd 50 mM
CaCl,. Amestecul a fost addugat in picdturi la un monostrat cu confluentd 50% de celule 293T in flacoane
de 75 cm?. Supernatantele virale au fost colectate la 48 si 72 de ore post transfectie, adunate si concentrate
utilizand solutia de concentratie de supernatant lentiviral LeniPac (GeneCopoeia, Rockville, Maryland,
USA) in conformitate cu instructiunile fabricantului. Supernatante lentivirale au fost concentrate de 10 ori
si utilizate pentru a infecta direct celule T umane primare in prezenta a 4 ug/ml de polibren (Sigma-Aldrich,
Dorset, UK). Celule mononucleare din sangele periferic au fost izolate de la donori sdnétosi normali Tnainte
de activarea timp de 24 de ore cu perle de activare si expansiune a celulelor T (Invitrogen) In conformitate
cu instructiunile fabricantului inainte de addugarea supernatantelor lentivirale.

Transductia celulelor a fost evaluatd la 96 de ore post infectie utilizand proteina

CEA hFc si anticorpi anti-hFc-PE secundar, plus anti-CD34-APC, sau cu anticorp anti-CD34-PE
singur. Celulele au fost apoi expansionate suplimentar, utilizand alimentatoare PBMC iradiate nepotrivite
donor x10 la un raport de 1:20-1:200 in RPMI + 10% FCS cu addugarea a 1 pg/ml PHA si 200 IU/ml IL-
2. Dupi 14 zile, celulele au fost colorate ca mai Tnainte si depozitate gata pentru analizd.

Analizele de functionalitate au fost executate prin amestecarea unor celule CoStAR pozitive si
negative cu celule LoVo sau LS174T pozitive fatd de CEA manipulate OKT3 sau de tip sdlbatic. Pe scurt,
celulele T au fost amestecate cu celule LoVo in diferite rapoarte, in placi cu 96 de godeuri, si I[FNy sau IL-
2 au fost méasurate prin ELISA. Celulele raimase au fost incubate cu o dilutie de 1:10 de reactiv WST-1
(Sigma, UK), timp de 30 de minute inainte de citirea absorbantei la 450 nm. % de citotoxicitate a fost
determinat utilizdnd urmatoarea ecuatie = 100 — (( citirea experimentald — celulele T singure) / (doar
tumoarea)) x 100.

Analizele de proliferare au fost executate prin incarcarea Intéi a celulelor T cu 10 pM de colorant
de proliferare eFluor450 (eBioscience, UK) timp de 10 min la 37°C la o concentratie de 1x107 celule/ml
inaintea incubdrii celulelor in 5 volume de mediu pentru celule T timp de 5 minute pe gheatd. Celulele au
fost spilate excesiv pentru a indepérta colorantul nelegat, si addugate la co-culturi care contin celule
tumorale. Celulele au fost indepartate la 2, 6 si 10 zile, dilutie de 1:200 de DRAQ7 adaugat, si celulele au
fost analizate utilizand un citometru MACSQant si un software MACSQantify.

Numiritoarea celulelor pentru analizele de proliferare a fost realizatd prin luarea celulelor din
godeurt si colorarea cu anticorp anti-CD2 PerCP eFluor710 (eBioscience, UK) timp de 20 min in intuneric,
urmatd de colorarea cu DRAQ7, si numaéritoarea a fost realizatd utilizand un analizor MACSQuant.

Rezultate — celule T umane primare au fost izolate din supernatante leuco-trombocitare obtinute
de la NHSBT. Celulele T au fost izolate prin izolare mediatd Ficoll si truse de izolare negative fatd de
celulele T (StemCell Technologies). Celulele T izolate au fost activate cu perle de activare si expansiune
acelulelor T (Invitrogen, UK). Celulele au fost incubate cu particule lentivirale concentrate, si expansionate
timp de mai multe zile. Lentivirusurile au contimit secventa de ADN a constructului
MFE.CoStAR,2A tCD34 (MFE23.scFv fuzionat cu CD28 umani de lungime completd co-exprimat cu
CD34 umana trunchiata printr-o secventd de clivaj 2A). Celulele transduse cu succes au fost expansionate
suplimentar utilizand alimentatoare iradiate, asa cum a fost subliniat in materiale si metode. Transductia
donorului 1 a fost mésurata la 22,69% (17,15 CD34+/CoStAR+ plus 5,53% CD34-/CoStAR+), donorul 2
a fost mésurat la 20,73%, si donorul 3 la 13,34%. Celulele au fost imbogétite pentru exprimarea CoStAR
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utilizdnd anticorpi anti-CD34, pentru a obtine populatii de celule T mai mult de 90% pozitive pentru
CoStAR.

Pentru a genera un model in vitro fiziologic relevant pentru a testa impactul CoStAR asupra
activitdtii celulelor T, celulele transduse si netransduse au fost testate fatd de liniile de celule tumorale LoVo
si LS174T CEA+. Pentru a permite activarea celulelor T ca rdspuns la liniile de tumoare nepotrivive, am
manipulat celulele tumorale sd exprime fragmentul de anticorp cu un singur lant anti-CD3 ancorat la
membrana celulard, prin intermediul domeniului transmembranar sintetic si a fost despértit de gena marker
GFP utilizdnd un element IRES, pentru a vizualiza celulele transduse utilizand citometria in flux.

Clone de celule unice de LoVo si LS174T au fost generate din transfectanti vrac. Celulele T
netransduse si celulele T transduse cu CoStAR au fost amestecate la diferite rapoarte efector: {intd cu celule
LS174T sau LoVo manipulate cu OKT3 sau netransduse de tip sdlbatic. Dupd 24 de ore, mediu de co-
culturd a fost luat pentru mésurarea prin ELISA a IL-2. Secretia dependentd de activare a IL-2 de la
populatiile de celule T CoStAR+ si CoStAR- de la trei donori ca raspuns la celulele 1L.S174T manipulate cu
OKTS3, cu secretie de IL-2 doar de fond a fost vazutd pentru celulele T transduse si netransduse ca raspuns
la celulele tumorale nemanipulate (Fig. 3 A-C). Secretia de IL-2 amplificatd de CoStAR fatd de celulele
tumorale manipulate cu OKT3 a fost gésitd la toti cei trei donori testati. Efectul a fost cel mai evident la
rapoarte de 8:1 s1 16:1, si la rapoarte mai mari E:T secretia de IL-2 a fost prea micd pentru a fi méasuratd cu
acuratete. La rapoarte mai mici dintre celulele efectoare si tintd, s-a vizut cd secretia a fost de saturare
pentru celulele netransduse. Aceste observatii au fost repetate la celulele LoVo cu doi dintre trei donori
testati fatd de LS174 cu rezultate similare (Fig. 3D & E).

Pentru a determina impactul CoStAR asupra exprimarii celulelor T, celule T transduse sau
netransduse au fost amestecate cu celule LoVo manipulate cu OKT3-GFP sau de tip sdlbatic, numarul total
de celule dupa trei zile a fost numarat. CoStAR a imbunététit supravietuirea si/sau proliferarea celulelor T
manipulate ca raspuns la LoVo-OKT3, dar nu a celulelor LoVo de tip salbatic in prezenta de I1.-2 (Fig. 4A)
si In absentd de IL.-2 (Fig. 4B). Pentru a investiga suplimentar acest fenomen, analiza proliferarii celulelor
a fost realizatd in celule T de la doi donori utilizdnd colorant de proliferare, pentru a numaéra ciclurile
celulare prin care fiecare populatie a trecut timp de 6 zile (Fig. 4C & D). O populatie mai mare de celule
manipulate cu CoStAR a trecut prin 5, 6 sau 7 cicluri de proliferare timp de 6 zile, comparativ cu celulele
nemanipulate, ca rdspuns la LoVo-OKT3, in timp ce celulele transduse cu CoStAR si netransduse cu
CoStAR au trecut prin o medie de aproximativ 2 cicluri pe aceeasi duratd ca raspuns la Lo Vo de tip séilbatic.

O varietate de receptori de fuziune constind din CD28 fuzionat cu un domeniu costimulator
aditional N terminal a fost generatd. Domeniile costimulatoare obtinute de la: CD137, CD2, CD29, CD134,
CD150, CD40, GITR si domeniul de semnalizare de la lantul gama al receptorului IL-2 (IL2Ry) au fost
alese. Un receptor la fel de apropiat cu cel utilizat in studiile anterioare de costimulare inductibild a fost
inclus. Acest receptor desemnat CD28(IEV) este trunchiat astfel incat motivul C terminal al CD28 si fie
triada de aminoacizi ., JEV”. Secventele au fost generate de novo de Genewiz si clonate Intr-un vector
lentiviral sub un promotor EF 1, impreun cu o gend marker CD34 separatd de CoStAR de fuziune printr-o
peptidd cu auto-clivare 2A. Celulele T CD8+ primare au fost izolate utilizand perle EasySep (StemCell
Technologies) si activate cu Dynabeads, de activare /expansiune anti-CD3/anti-CD28 inainte de addugarea
de particule lentivirale. Dupd o scurtd perioada de expansiune, celulele au fost amestecate cu celule LoVo
sau LoVo-OKT3, cu includerea de anticorpi anti-CD107a brefeldind si monensind, si urmati de o incubatie
de 16 ore au fost fixate si colorate cu anticorpi fatd de gena marker (CD34), precum si cu anticorpi fatd de
IL-2, IFNy si bel-xL. Analiza a fost realizatd utilizind un analizor MACSQuant si un software
MACSQuantify. Fig. 5 aratd raspunsul IL-2 de la CD34- (netransduse cu CoStAR) si CD34+ (transduse cu
CoStAR). Analiza statisticd a demonstrat ci tofi receptorii testati au indus o crestere semnificativd a
proportiei de celule care produs IL-2, atunci cénd poartd receptori CoStAR varianta. Celelalte citiri au fost
masurate in paralel: IFNy, o citokind eliberatd in conditii normale de semnal 1, dar amplificate prin
costimulare; CD107A, un marker al degranulérii; si ble-xL, o proteind anti-apoptoticd reglatd in sus de
costimulare. Angajarea CoStAR a imbunitatit toate functiile efectoare analizate, cu grade diferite.
Receptorii de fuziune CD28.CD2 si CD28.CD40 se pare cd provoacd cel mai robust rdspuns dintre toti
receptorii testati (vezi Fig. 6)

Exemplul 2

Efectele CoStAR pe bazd de CD28 si CD28.CD40 asupra secretiei de citokine pe bazi de populatie
au fost comparate. Celule T primare de la trei donori au fost transduse cu CoStAR trunchiat CD28(IEV),
CoStAR CD28 de lungime completd sau cu CoStAR CD28.CD40 (avand CD28 de lungime completd asa
cum a fost ardtat in SEQ ID NO. 10, dar care nu are resturile N si K N terminale), sau au fost lasate
netransduse. Celulele T au fost Imbogétite In exprimarea CoStAR utilizdnd gena marker CD34, si dupa
expansiune celulele au fost amestecate cu celule LoVo-OK T3 si secretia de IL-2 a fost analizatd prin ELISA
(vezi Fig. 7). Celulele netransduse au produs, in medie, 0,80 ng/ml IL-2, cu CD28(IEV) si CD28 CoStAR
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de lungime completd producana 4,6 si 5,0 ng/ml IL-2 respectiv. Cu toate acestea, CD28.CD40 a indus 29,0
ng/ml IL-2 1n medie pentru trei donori, demonstrand astfel un beneficiu clar al Incorpordrii CD40 in
CoStAR pe bazd de CD28 de baza.

Apoi, efectul CoStAR asupra expansiunii celulelor T a fost analizat. Celule T de la sapte donori
au fost transduse cu CoStAR CD28 sau cu CoStAR CD28.CD40, cu scFv de receptor anti-folat (MOV-19)
sau anti-CA-125, sau cu un domeniu de legare a antigenului al peptidei receptoare anti-folat (C7). Celule
aditionale au fost transduse cu un CoStAR CD28 care poartd un scFv anti-CEA ca martor nepotrivit.
Celulele au fost apoi amestecate cu o linie de celule CA125+/receptor folat +/CEA- OvCAR3, manipulate
pentru a exprima OKT3 legat la membrand (OvCAR-OKT3). Numadrul de celule T a fost determinat dupa
7, 14 s1 21 zile, si OvCAR-OKT3 proaspete adaugate in zilele 7, si 14. Expansiunea limitata a celulelor
care poartd scFv anti-CA 125 a fost observatd (de céte ori expansiune, media: CD28: 15,1, CD28.CD40:
69.1); cu toate acestea, celulele care tintesc receptorul pentru folat cu un deGv s-au expansionat in ambele
cohorte CD28 si CD28.CD40 (de cate ori expansiune: CD28: 186.7, CD28.CD40: 1295,0). O expansiune
mai limitatd a fost observata atunci cand peptida C7 a fost utilizatd pentru a tinti receptorul folatului (de
cte ori expansiune: CD28: 71,5; CD28.CD40: 28,0). Receptorul mator de tintire a CEA a demonstrat o
expansiune limitata (de cate ori expansiune: 28,0).

Pentru a Intelege mai bine sinergia semnalului 1 si a semnalului 2, celulele T au fost manipulate
cu un TCR modificat cu domeniul constant murin, care recunoaste o peptidd CEA (691-699) in contextul
HLA-A*02, precum si cu CoStAR CD28 sau CD28.CDA40 tintiti cétre proteina CEA de suprafati celulard.
Ca martor, celulele au fost de asemenea transduse cu un CoStAR CD28 specific pentru TCA125. Celulele
T au fost amestecate cu celule HLA-A*02+/CEA+ H508 si productia de citokine a fost analizatd prin
colorare de citometrie In flux. Gating-ul de citometrie In flux a fost executat utilizand anticorpi dirijati
impotriva domeniului constant murin TCR (marcheazd celulele TCR manipulate), precum si eticheta de
epitop DYKDDDDK (SEQ ID NO: 14) (marcheazi celulele manipulate cu CoStAR). Astfel, a fost posibil
sd se analizele celulele TCR-/CoStAR-, TCR+/CoStAR-, TCR-/CoStAR+ si TCR+/CoStAR+ in fiecare
godeu de coculturd. Productia de citokine a fost apoi reprezentatd grafic in fiecare subpopulatie, fie in
celulele T CD4+, fie in celulele T CD&+. In celulele CD4+, CoStAR CD28.CD40 a amplificat productia
de CD137 si TNFa peste doar stimularea cu TCR; cu toate acestea, raspunsul TCR in celulele CD4+ a fost
slab datoritd dependentei TCR de CDS. In celulele CD8+, a existat o activitate efectoare mai robusta cu IL-
2 51 CD107a, aratand in special o inductie mai puternicd in grupele CoStAR CD28.CD40. Pentru a compara
mai bine receptorii, activitatea efectoare doar in grupele TCR+/CoStAR+ a fost reprezentatd grafic in
celulele CD4+ s1 CD8+ (Fig. 10). In celulele CD4+, inductia CD137 a fost semnificativ amplificatd de
CD28.CD40 comparativ cu CoStAR CD28 comparativ cu CEA sau cu tintirea nepotrivitd a CoStAR CD28.
In celulele CD28+, inductia CD137 a fost semnificativ crescutd comparativ cu CEA sau cu tintirea
nepotrivitd a CoStAR CD28, in timp ce inductia CD107 a fost crescutd comparativ cu martorul CoStAR.
Astfel CD28.CD40 prezintd activitate efectoare amplificatd intr-un interval larg de modele si activititi
efectoare.
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SECVENTE

SEQ ID NO:1: Intregul transcript de mARN CD28 umani cu cadrul de citire descris subliniat cu
aldine.

mARN liniar de 4900 bp LOCUS NM_006139 4900 PRI 07-OCT-2016

DEFINITIE molecula C28 Homo sapiens (CD28), varianta de transcript 1, mARN.

ACCESSION NM_006139

ORIGINE
1 taaagicalc aaaacaacgt tatatccigt glgaaatgcet geagicagga tgccttgteg

61 titgagtgee ttgatcatgt gecctaaggg gatggtegeg giggtegtgs cegtggatga

121 cggagaclcl caggeclige cagglgeglc tlicagiice ceicacacll cggglicele

181 geggaggagg goctggaace ctageccate gtcaggacaa agatgeteag getgetetig
241 gceteteaact tattecctte aattcaagta acaggaaaca agattttggt gaageagteg
301 cccatgettg tagegtacga caatgeggte aaccttaget geaagtatte ctacaatete
361 ttctcaaggg agttceggge atcectteac aaaggactgg atagtgctgt geaagtetgt
421 gtigtatatg ggaattacic ccageagelt caggittact caanaacggg gitcaactgt
481 gatgggaaat tgggcaatga atcagtgaca ttetacctee agaatttgta tgttaaccaa
541 acagatattt actictgcaa aattgaagtt atgtatecte ctecttacet agacaatgag
601 aagagcaatg gaaccattat ceatgtgaaa gggaaacacce tttgtecaag teceetattt
661 ceeggacctt ctaagecectt ttgggtecte stgetgotig gtegagtect ggettgetat
721 agcetigetag taacagigee cittattatt ttctgggtea ggagtaagag gageagecic



MD/EP 3914611 T2 2025.02.28
28

781 ctecacagtg actacatgaa catgacteee cgeegeeccg ggeecaceeg caageattac
841 cagceectatg ceecaccacg cgacttegea geetateget cetgacacgg acgectalee
901 agaagccage cggelggeag cceccaletlg clcaalalea clgeiclgga laggaaalga
961 cegecalcle cagecggeca cetcaggece clgligggee accaalgeea alllttcleg
1021 aglgaclaga ccaaalalca agalcallil gagaclclga aalgaagiaa aagagaliic
1081 ctglgacagg ccaaglcila caglgecalg geccacalle caactlacca lgtactlagl
1141 gacttgactg agaagttagye etagaaaaca aaaagggeagt geattctgge agectettec
1201 ctttcteact cacctgeaca tetcagtcaa geaaagtgte gtatceacag acattttagt
1261 tgcagaagaa aggctaggaa atcattectt tiggttaaat gggtatttaa tettttggtt

1321 agtgggttaa acgepgtaag ttagagtage pogcaggeata ggaagacata tttaanaace
1381 atlaaaacac tglcleecac lcalgaaalg agecacglag llcclaliia atgelgiiil

1441 cctilaglll agaaalacal agacaltigic titlalgaat (clgalcata tilagieatl

1501 tlgaccaaal gaggealllg gicaaalgag ggallccele aaagcaatal cagglaaacc
1561 aagligelll celcacleec tgicatgaga clicaglgll aalgticaca atalacllic

1621 gaaagaataa aatagtictc ctacatgaag aaagaatatg tcaggaaata aggtcactit
1681 atgtcaaaat taittgagta ctatgggacc tggegcagig getcaigett gtaatcccag
1741 cactttggega ggeegaggate ggcagateac ttgagatcag gaccagectg gteaagatgg
1801 1gaaactccg Iciglaciaa aaalacaaaa tllagellgg celggiggea ggcaccigla
1861 alcccagelg cecaagagge lgaggealga gaalcgellg aacclggeag geggagellg
1921 caglgagecg agataglgee acagelelee ageclgggeg acagaglgag aclecalele
1981 aaacaacaac aacaacaaca acaacaacaa caaaccacaa aattatttga gtactgtgaa
2041 ggaltalilg Lclaacagtt callccaalce agaccaggla ggagellice tgliicatal

2101 gtttcagggt tecacagttg gtotettiaa tetcggtete gagatccaaa gtgegtigte
2161 gaaagagegt ccataggaga agtgagaata ctgtgaaaaa gggatgttag cattcattag
2221 agtatgagga tgagtcecaa gaaggticit iggaaggagg acgaatagaa tggagiaatg
2281 aaattecttge catgtgctga geagatagece ageattaggt gacaatetic cagaagtopt
2341 caggcagaag glgcoclggl gagageloct (tacagggac iitalglggl llaggectea
2401 gagctccaaa actetggect cagetgetec tgtaccetigg aggtecatic acatgggaaa
2461 gtattitgga atgtgtcttt tgaagagage atcagagttc ttaagggact gggtaaggce
2521 tgaccctgaa atgaccatgg atattittct acctacagtt tgagtcaact agaatatgec
2581 tggggacctt gaagaatgge cettcagtgg cectcaccat ttgttcatge ttcagttaat
2641 (cagglglig aaggagella ggttllagag geacglagac ligglicaag tctegliagl
2701 agttgaatag cctcaggeaa gtcactgece acctaagatg atgottettc aactataaaa

2761 tggagataat ggttacaaat gictcticet atagtataat ciccataagg geatggecca
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2821 agtctgtctt tgactetgec tatcectgac atttagtage atgcccgaca tacaatgtta
2881 octattggta ttattgccat atagataaat tatgtataaa aattaaacty gecaatagec
2941 taagaaggee goaatattgt aacacaaatt taaacceact acgeagggat gaggtgctat
3001 aatatgagga ccttttaact tccatcattt toctgttict tgaaatagtt tatctigtaa

3061 tgaaatataa ggeacctcec actittatet atagaaagag gtcttttaat tittttitaa

3121 tgtgagaagg aagggaggayg taggaatctt gagaticcag atcgaaaata ctgtactitg
3181 gttpatitit aagtggectt ccattccatg gatttaatca gtcccaagaa gatcaaactc
3241 agcagtactt gggtgcteaa gaactgttgg atttaccctg geacgtatee cacttgecag
3301 clicllggge acacagagll clicaalcca agllalcaga tiglalliga aaalgacaga
3361 gclggagagl (lllgaaal ggcaglggea aalaaalaaa lacllililt taaalggaaa
3421 gacttgatct atggtaataa atgattttgt titctgactg gaaaaatage cetactaaag
3481 atgaatcaca ctigagatgt ticttactca ctetgeacag aaacaaagaa gaaatgtiat
3541 acagggaagl ccglilicac lallaglalg aaccaagaaa lgglicaaaa acaglgglag
3601 gagcaatgct ttcatagttt cagatatget agttatoaag aaaacaatgt catttgctge
3661 tattattgta agagtcttat aattaatggt actcctataa titttgattg tgagetcace

3721 tattiggett aagcatgcca atttaaagag accaagtgta tetacattat gttctacata
3781 tlcaglgala aaatlaciaa aclaclatal gicigeltla aatliglact llaalatigt

3841 clilgglal taagaaagal algclilcag aalagalalg clicgelllg geaaggaall
3901 lggalagaac tlgclaltla aaagagglgl gggglaaale cliglataaa tclccaglil
3961 agcectttttt ganaaagcta gactitcaaa tactaatttc acttcaagea gggtacettt
4021 crggtrtgtt tgcttgactt cagtcacaat ticttatcag accaatgget gacctetttg
4081 agaigicagg claggellac claiglglic lgiglcalgl gaatgelgag aaglilgaca
4141 gagatccaac ticagecllg acceecatcag leeclegggl laactaaclg agecaccggl
4201 cctcatgget attttaatga gggtattgat ggttaaatge atgtetgate cettatccca
4261 gecatttgea ctgccagetg ggaactatac cagaccigea tactgatcec aaagigttaa
4321 attcaactac algclggaga tlagagalge lgccaalaaa ggacecagaa ceaggalctl
4381 gallgelala gactlaltaa taalccaggl caaagagagl gacacacacl clclcaagac
4441 ctggpeteap geagtctgty ttatctgeaa ggccatttga gactcagaaa gtotetottt
4501 cctatagata tatgcatact ttctgacata taggaatgta tcaggaatac tcaaccatca
4561 caggcatgtt cetaccteag ggcctttaca tgteetgtit actetgteta gaatgtectt
4621 ctgtagatga cetggceitge ctegicaccc ticaggtect tgctcaagty teateticte
4681 ccclagliaa aclaccecae accelglelg cliicetige ttattittel ccalageatl
4741 ttaccatctc ttacattaga catttttett atitatttot agtttataag cttcatgagg

4801 caagtaactt tgctitgtit cttgetgtat ctccagigee cagageagig cetggiatat

4861 aataaatatt tatteactea gteanaaaaa aaaaaaaaas’’

SEQ ID NO:2: Secventa proteinei CD28 umane cu:

I. peptida de semnal subliniatd cu aldine (aceasta poate fi deletatd din secventd atunci cand este
utilizata in conformitate cu inventia); si

II. regiunea transmembranard subliniatd; si

II1. regiunea extracelulard std intre peptida de semnal si regiunea transmembranard si regiunile
citoplasmatice urmeaza regiunea transmembranard; si
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IV. regiunile In cutie reprezintd primii 5 aminoacizi ai proteinei mature care pot fi prezenti sau
absenti sau mutati in orice aspect al inventiei. De asemenea, 1, 2, 3, 4, sau 5 dintre aceste resturi (adicd N,
K, I, L sau V) pot fi deletate din secventa atunci cand sunt utilizate In conformitate cu inventia.

MLRLLLALNLFPSIQVTGNKILVKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLH
KGLDSAVEVCVVYGNYSQQLQVYSKTGFNCDGKLGNESVTFYLQNLY VNQTDIYF
CKIEVMYPPPY LDNEKSNGTIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLYVVGGVLACYSLL

VIVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS

SEQ ID NO: de la 3 1a 12 de mai jos sunt secvente exemplare ale domeniilor de semnalizare ale
CoStAR care pot fi fuzionate cu proteina CD28 umani n regiunea din cutie a SEQ ID NO:2 (care poate fi
mutatd sau poate sd nu fie mutatd, dar pentru simplitatea diagramei, a fost lasat sub forma originald a
acesteia), cu:

L. regiunea subliniatd dublu reprezinta regiunea derivata de la CD28; si

II. regiunea subliniatd este o a doua regiune derivatd de la receptorul costimulator; si

III. secventa cu italice este o a treia regiune derivatd de la receptorul costimulator.

Se observa cd regiunea din cutie reprezintd primii 5 aminoacizi ai proteinei CD28 mature, care pot
fi prezenti sau absenti sau mutati in orice aspect al acestei inventii. De asemenea, 1, 2, 3, 4, sau 5 dintre
aceste resturi (adicd, N, K, I, L sau V) pot fi deletate din secventd atunci cand sunt utilizate in conformitate
cu inventia.

SEQ ID NO:3: Variantd trunchiatd a domeniului citoplasmatic al CD28

m SPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ

QLOVYSKTGFNCDGKILGNESVTEFYLONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNG

TIHHVKGKHIL CPSPLFPGPSKPFWVILVVVGGVIACYSLLVTIVAFIIFWVRSKR
SEQ ID NO:4: Fuziune CD28.CD137

WIKQSPMLVAYDNAVNLSC KYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ
OLOVYSKTGFNCDGKIGNESVTEY LONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNG
TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVILVVVGGVIACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLH
SDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS/RFSVVKRGRKKLLYIFKQPFMRPV

QTTOEEDGCSCRFPEEEEGGCE
SEQ ID NO:5: Fuziune CD28.CD134

NKILVIKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ
LOVYSKTGFNCDGKI GNESYTEYLONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEK

TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFW VI VVVGGVIACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLH
SDYMNMTPRRPGPTREKHYQPYAPPRDFAAYRS/RRDORLPPDAHKPPGGGSFRTPIO

EEQADAHSTLAKI
SEQ ID NO:6: Fuziune CD28.CD2

NKILVKQSPMLYAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSOQ
QLOVYSKTGFNCDGKLGNESVTFYLONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNG
TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSTLVTVAFITFWVRSKRSRLLH
SDYMNMTPRRPGPTRKHY QPY APPRDFAAYRS/KREKKQRSRRNDEELETRAHRVAT
EERGRKPHOQIPASTPONPATSQHPPPPPGHRSQAPSHRPPPPGHRVOQHOPOQKRPPAPS

GTOVHOQOKGPPLPRPRVOQPKPPHGAAENSLSPSSN
SEQ ID NO:7: Fuziune CD28.CD29




10

15

MD/EP 3914611 T2 2025.02.28

31

INKILVIK OSPMLY AYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHK GLDSAVEVCVVYGNYSOQ
QLOVYSKTGFNCDGKILGNESVTEY LONLYVNQOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNG
THHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIFWVRSKRSRLLH
SDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS/KLLMITHDRREFAKFEKEKMNAK

WDTGENPIYKSAVTTVVNPKYEGK
SEQ ID NO:8: Fuziune CD28.GITR

NKILVIKQSPMLY AYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ
OLOVYSKTGINCDGKILGNESVTEFY LONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNG
TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVIVVVGGVIACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRLLH
SDYMNMTPRRPGPTREKHYQPYAPPRDFAAYRS/QOLGLHIWOLRSQCMWPRETQLLL

EVPPSTEDARSCOFPEEERGERSAFEKGRLGDLWY
SEQ ID NO:9: Fuziune CD28.IL2Ry

NKILVKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSOQ
LOVYSKTGENCDGKRIGNESVTFYLONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSN
TIHYKGKHLCPSPLEPGPSKPFWVIVVVGGVIACYSLLVIVAFIIFWVRSKRSRLLH
SDYMNMTPRRPGPTREHYQPYAPPRDEAAYRS/ERTMPRIPTLKNLEDLVTEYHGNE
SAWSGVSKGLAESLOPDYSERLCLVSETPPKGGALGEGPGASPCNQHSPYWAPPCYT

LKPET
SEQ ID NO:10: Fuziune CD28.CD40

m SPMILVAYDNAVNILSCEKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ

OLOVYSKTGFNCDGKIGNESVTEY LONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPYLDNEKSNG
TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVILVVVGGVIACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLH

SDYMNMTPRRPGPTREKHYQPYAPPRDFAAYRS/KKVAKKPTNKAPHPKOQEPQEINFP

DDLPGSNTAAPVOETLHGCOPVTQEDGKESRISVOERQ
SEQ ID NO:11: Fuziune CD28.CD150

NKILVIKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ
QLOVYSKTGFNCDGKIGNESVTEY LONLYVNOTDIYFCKIEVMYPPPY LDNEKSNG
TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVILVVVGGVLACYSLIVTVAFIIFWVYRSKRSRILH
SDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS/RRRGKTNHYQTTVEKKSLTIYAQ

VOKPGPLOKKI DSFPAQDPCTTIYVAATEPVPESVOETNSITVYASVTLPES
SEQ ID NO:12: Fuziune CD28.CD2.CD40

NKILVIKOSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNI FSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ

OLOVYSKTGFNCDGKIGNESVTEFYLONLYVNOTDIYECKIEVMYPPPY LDNEKSNG
TIHVKGKHLCPSPLFPGPSKPFWVIVVVGGVEACYSLLVTVAFITFWVRSKRSRILH

SDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS/KRKKOQRSRRNDEELETRAHRVAT
EERGRKPHOIPASTPONPATSQHPPPPPGHRSQAPSHRPPPPGHRVOHQPOKRPPAPS
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GTOVHQOKGPPLPRPRVQPKPPHGAAENSLSPSSNKK VAKKPINKAPHPKQEPQLEINI

PODLPGSNTAAPVOETLHGCOPVTOREDGKESRISVOERQ
SEQ ID NO:13: Varianta trunchiatd a domeniului extracelular al CD28 (IEV)

KILVKQSPMLVAYDNAVNLSCKYSYNLFSREFRASLHKGLDSAVEVCVVYGNYSQ
QLQVYSKTGFNCDGKLGNESVTFYLQNLY VNQTDIYFCKIEV

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e E.LANITIS ET AL: "Chimeric Antigen Receptor T Cells with Dissociated Signaling Domains
Exhibit Focused Antitumor Activity with Reduced Potential for Toxicity In Vivo", CANCER
IMMUNOLOGY RESEARCH, vol. 1, no. 1, 7 April 2013 (2013-04-07), pages 43 - 53,
XP055170367, ISSN: 2326-6066, DOI: 10.1158/2326-6066.CIR-13-0008

e  WO-A1-2016/141357

e ALVAREZ-VALLINALET AL: "ANTIGEN-SPECIFIC TARGETING OF CD28-MEDIATED
T CELL CO-STIMULATION USING CHIMERIC SINGLE-CHAIN ANTIBODY VARIABLE
FRAGMENT-CD28 RECEPTORS", EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, WILEY
VCH, WEINHEIM, vol. 26, no. 10, 1 October 1996 (1996-10-01), pages 2304 - 2309,
XP000646504, ISSN: 0014-2980, DOI: 10.1002/EJ1.1830261006

e KEYULIET AL: "Chimeric Antigen Receptor-Engineered T Cells for Liver Cancers, Progress
and Obstacles", TUMOR BIOLOGY, vol. 39, no. 3, 28 March 2017 (2017-03-28), pages 1 - 8§,
XP055571345, DOI: 10.1177/1010428317692229

(§7) Revendicari:

1. Receptor costimulator himeric (CoStAR) cuprinzand (i) un domeniu de legare a antigenului
asociat cu o boald sau cu o tumoare; si (i1) un segment de legare a ligandului extracelular al unei prime
proteine receptor costimulator, si (ii1) un prim segment intracelular cuprinzdnd un domeniu de semnalizare
intracelular al primei proteine receptoare costimulatoare, si (iv) un al doilea segment intracelular cuprinzand
un domeniu de semnalizare intracelular al unei a doua proteine receptoare;

in care prima proteind receptor costimulator este CD28; si in care cea de-a doua proteind receptor
este CD40,

in care domeniul de legare a antigenului asociat cu o boald sau cu o tumoare este atasat de
segmentul de legare a ligandului extracelular al primei proteine receptor costimulator, si

in care domeniul de legare a antigenului asociat cu o boala sau cu o tumoare este un domeniu de
legare a antigenului asociat cu un cancer sau cu o tumoare.

2. CoStAR asa cum a fost revendicat In revendicarea 1, In care receptorul costimulator himeric
cuprinde SEQ ID NO:10.

3. CoStAR aga cum a fost revendicat In revendicarea 1 sau 2, in care receptorul costimulator
himeric mentionat include Intreaga proteina receptor costimulator CD28 maturd lipsita de peptida de semnal
si de pand la 5 aminoacizi de la capatul N-terminal al proteinei receptor costimulator mature.

4. CoStAR asa cum a fost revendicat 1n oricare dintre revendicérile precedente, In care receptorul
costimulator himeric mentionat include intreaga proteind receptor costimulator CD28 matura lipsitd de
peptida de semnal si de 1 sau 2 aminoacizi de la capdtul N-terminal al proteinei receptor costimulator
mature.

5. CoStAR asa cum a fost revendicat in oricare dintre revendicarile precedente, in care segmentul
de legare a ligandului extracelular al CD28 cuprinde o trunchiere la aminoacizii IEV cu SEQ ID NO: 2.
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6. CoStAR din oricare dintre revendicdrile precedente, in care domeniul de legare a antigenului
este selectat dintre:

I. un fragment de anticorp cu un singur lant care se leagd la un antigen asociat cu o tumoare
incluzand, dar nelimitdndu-se la, antigenul carcinoembrionar (CEA), 5T4, melanotransferina (CD228),
Her2, EGFR, GPC3, proteoglicanul condroitin-sulfat asociat cu melanomul (MCSP/CSPG4), CD71, SMS5-
1, receptorul folat sau CA125; sau

II. un fragment de anticorp cu un singur lant care se leagd la un complex de histocompatibilitate
major (MHC) — peptidd (p) specific pentru tumoare; sau

IIT. un receptor al celulei T cuun lant unic specific unui antigen de complex pMHC specific pentru
tumoare (scTCR); sau

IV. o polipeptida naturala de legare a antigenului cum ar fi, dar nelimitindu-se la, transferina; sau

V. un domeniu care se leagd la un anticorp (de ex. domenii de legare a Fc, cum ar fi, dar
nelimitdndu-se la, CD16, CD32 sau CD64).

7. Proteind de fuziune care cuprinde un CoStAR in conformitate cu oricare dintre revendicirile
precedente, fuzionatd cu o proteind marker de gend (de ex. eticheta de epitop DYKDDDDK (SEQ 1D
NO:14), CD34, CD19 etc.), un receptor al antigenului himeric (CAR), un receptor al celulei T (TCR) sau
un alt receptor cu utilizare imunoterapeuticd pentru terapia celulard adoptivd care cuprinde optional o
peptidd auto-clivantd intre CoStAR si proteina de interes.

8. Secventd de acizi nucleici care codificd o proteind de fuziune cuprinzdnd SEQ ID NO: 10 sau o
variantd a acesteia avand cel putin 80% identitate a secventei la nivel de proteind, in care proteina de fuziune
este un CoStAR.

9. Vector care cuprinde o secventd de acizi nucleici In conformitate cu revendicarea 8, care
cuprinde optional de asemenea o secventd care codificd un receptor al unui antigen himeric, un receptor al
unei celule T sau un alt receptor cu utilizare imunoterapeuticd pentru terapia celulard adoptiva, astfel Incét
atunci cand vectorul este utilizat pentru a transduce o celuld tinta, celula tintd co-exprimd CoStAR in
conformitate cu oricare dintre revendicarile 1-6, si un receptor al unui antigen himeric, un receptor al celulei
T sau un alt receptor de interes imunoterapeutic.

10. Celula care exprimd CoStAR in conformitate cu oricare dintre revendicérile 1-6.

11. Celuld in conformitate cu revendicarea 10, care co-exprimd CoStAR din oricare dintre
revendicdrile 1-6, si un POI la suprafata celulei.

12. Celuld care cuprinde o secventd de acizi nucleici in conformitate cu revendicarea 8.
13. Celuld in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 10-12, care este o celuld T.

14. Metodi de fabricare a unei celule in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 10-13, care
cuprinde etapa de transductie sau de transfectare a unei celule cu un vector in conformitate cu revendicarea
9.

15. Metoda de selectare a celulelor care exprimd o POI care cuprinde urmétoarele etape:

I. detectarea exprimarii epitopului POI pe suprafata celulelor transfectate sau transduse cu un
vector in conformitate cu revendicarea 9; si

II. selectarea celulelor care sunt identificate ca exprimand epitopul POL

16. Metodd de preparare a unei populatii purificate de celule Imbogitite In celule care exprima un
POI care cuprinde etapa de selectare a celulelor care exprima uno POI dintr-o populatie de celule utilizand
o metodd in conformitate cu revendicarea 15.

17. Metoda in conformitate cu revendicarea 16, care cuprinde transductia sau transfectia ex vivo a
unei populatii de celule izolate dintr-un donor de tesut sau celuld cu:
un vector in conformitate cu revendicarea 9; si
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selectarea celulelor care exprimd POI din populatia de celule transdusd/transfectatd printr-o
metodd in conformitate cu revendicarea 15.

18. Celula din revendicarea 10, pentru utilizare ca medicament.

19. Celula din revendicarea 10, pentru utilizare In tratarea cancerului si/sau in transferul celular
adoptiv.

20. CoStAR din revendicarea 6, cuprinzand suplimentar:

(1) un domeniu de semnalizare cuprinzand sau constand din o CD28 umani de lungime completa
cu SEQ ID NO:2 sau o variantd a acesteia avand cel putin 80% identitate a secventei la nivel de secventa
in care mentionata CD28 umand de lungime completd nu cuprinde peptida de semnal si optional nu are
panid la 5 aminoacizi de la capdtul N terminal al proteinei receptor mature odatd ce peptida de semnal a
acesteia a fost clivatd; si

(i1) domeniul intracelular de la CD40 umana asa cum a fost ardtat in SEQ ID NO: 10 sau o varianta
a acestuia avand cel putin 80% sau 90% identitate a secventei la nivel de secventd, in care domeniul
intracelular de la CD40 umana sau o variantd a acesteia are activitate functionald ca domeniu de semnalizare
intracelulard a CD40.

21. CoStAR din revendicarea 6, in care receptorul folatului este receptorul alfa al folatului.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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