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PATENTNI ZAHTJEVI

1.

10.

Postupak proizvodnje in vitro terapeutskog sredstva na bazi T-stanica, naznacen time §to se sastoji u:
a) osiguravanju populacije ljudskih monocita iz periferne krvi (PBMC) koja sadrzi T-stanice i stanice koje
predocavaju antigene (APC);
b) uzgoju populacije PBMC u trajanju od 16 sati do 32 sata prije transduciranja u mediju za kulturu stanica
koji sadrzi i) interleukin-2 (IL-2), ii) protutijelo protiv CD3 ili njegov fragment koji se veZe na CD3, te iii)
protutijelo protiv CD28 ili njegov fragment koji se veze na CD28, B7-1 ili njegov fragment koji se veZe na
CD28, ili B7-2 ili njegov fragment koji se veZe na CD28, gdje kultura aktivira i stimulira T-stanice;
c) transduciranju populacije PBMC aktivirana u koraku b) lentivirusnim vektorom koji kodira kimerni
antigenski receptor (CAR); i
d) uzgoju populacije PBMC u mediju za uzgoj stanica radi pove¢anja broja transduciranih T-stanica;
¢ime se proizvodi terapeutsko sredstvo na bazi T-stanica.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time §to:
a)  prikupljanje ili dobivanje PBMC uklju€uje leukoferezu; i/ili
b) izoliranje PBMC ukljucuje sedimentiranje; i/ili
¢) izoliranje PBMC ukljucuje sedimentiranje, koje se provodi uz pomo¢ poluautomatizirane protocne
centrifuge.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time $to medij za kulturu stanica sadrzi 250 TU/ml IL-2.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time $to je medij za kulturu stanica:
a) medij za uzgoj T-stanica (TCGM); ili
b) medij za uzgoj T-stanica (TCGM) koji dodatno sadrZi jedan ili viSe dodatnih citokina; ili
c¢) TCGM koji dodatno sadrzi jedan ili vise dodatnih citokina koje se bira izmedu bilo kojeg od: IL7, IL-15,
IL-9, te IL-21.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 4, naznacen time $to postupak dodatno ukljucuje:
a) ispiranje PBMC u puferu ili mediju za kulturu stanica; i/ili
b) ispiranje PBMC u mediju za uzgoj T-stanica (TCGM) koji sadrZi jedan ili viSe citokina; i/ili
c) ispiranje PBMC u mediju za uzgoj T-stanica (TCGM) koji sadrZi jedan ili viSe citokina koje se bira
izmedu bilo kojeg od: IL-2, IL7, IL-15, IL-9, te IL-21; ili
d) ispiranje PBMC u mediju za uzgoj T-stanica (TCGM) koji sadrzi IL-2; i/ili
e) ispiranje PBMC u mediju za uzgoj T-stanica (TCGM) koji sadrzi 250 TU/ml IL-2.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 5, naznacen time §to:
a) PBMC se uzgaja uz topljivo protutijelo protiv CD3 i topljivo protutijelo protiv CD28; i/ili
b) PBMC se uzgaja uz topljivo protutijelo protiv CD3 u koncentraciji od 50 ng/ml i topljivo protutijelo
protiv CD28; i/ili
c¢) PBMC se uzgaja uz topljivo protutijelo protiv CD3 i topljivo protutijelo protiv CD28 u koncentraciji od
50 ng/ml.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time §to:
a) PBMC iz koraka b) se uzgaja u trajanju od najmanje 18 sati prije transduciranja; i/ili
b) PBMC iz koraka b) se uzgaja u trajanju od najmanje 24 sata prije transduciranja.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 6 ili patentnim zahtjevom 7, naznacen time $to se 1 x 10° TU do 2 x 10°
TU iz lentivirusnog vektora upotrebljava za transduciranje 1 x 10® zasijanih stanica.
Postupak u skladu s bilo kojim od patentnih zahtjeva 1 do 8, naznacen time §to:
a) lentivirusni vektor se razrjeduje do 20% vol./vol. ukupnog volumena kulture; i/ili
b) lentivirusni vektor se razrjeduje do 40% do 50% vol./vol. ukupnog volumena kulture; i/ili
c¢) PBMC se transducira u trajanju od 18 do 48 sati; i/ili
d) PBMC se transducira u trajanju od 18 do 36 sati; i/ili
e) PBMC se transducira u trajanju od 24 sata.
Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time $to CAR sadrzi:
a) izvanstani¢nu domenu, koja se veZe na antigen kojeg se bira iz skupine koju Cine: folatni receptor alfa,
5T4, avB6 integrin, BCMA, B7-H3, B7-H6, CAIX, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD44, CD44vo,
CD44v7/8, CD70, CD79a, CD79b, CD123, CD138, CD171, CEA, CSPG4, EGFR, porodica EGFR koja
ukljucuje ErbB2 (HER2), EGFRVIII, EGP2, EGP40, EPCAM, EphA2, EpCAM, FAP, fetal AchR, FRa, GD2,
GD3, glipikan-3 (GPC3), HLA-AI+MAGE1, HLA-A2+MAGE1, HLA-A3+MAGEI, HLA-A1+NY-ESO-1,
HLA-A2+NY-ESO-1, HLA-A3+NY-ESO-1, IL-11Ra, IL-13Ra2, lambda, Lewis-Y, kapa, mezotelin, Mucl,
Mucl6, NCAM, ligandi NKG2D, NY-ESO-1, PRAME, PSCA, PSMA, RORI1, SSX, survivin, TAG72, TEMs,
te VEGFR2;
b) transmembransku domenu dobivena iz polipeptida kojeg se bira iz skupine koju ¢ine: CD8a; CD4, CD28,
CD45, PD1, te CD152;
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¢) jednuili viSe unutarstani¢nih sustimuliraju¢ih signalnih domena, koje se bira iz skupine koju Cine: CD28,
CD54 (ICAM), CD134 (0X40), CD137 (41BB), CD152 (CTLA4), CD273 (PD-L2), CD274 (PD-L1), te
CD278 (ICOS); i
d) signalnu domenu CDS8C.
11. Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 10, naznacen time $to:
a) izvanstani¢na domena sadrZi protutijelo ili antigenski vezuci fragment koji se veZe na antigen; i/ili
b) transmembransku domenu se dobiva iz CD8a ili CD28; i/ili
¢) jedna ili viSe sustimulirajucih signalnih domena je bilo koja od: CD28, CD 134, te CD 137; i/ili
d) CAR dodatno ukljucuje polipeptid iz zglobnog podrudja; i/ili
e) CAR dodatno ukljucuje polipeptid iz zglobnog podrucja IgG1 ili CD8a; i/ili
f)  CAR dodatno ukljucuje signalni peptid; i/ili
g2) CAR dodatno ukljucuje signalni polipeptid teskog lanca IgG1, ili signalni polipeptid iz CD8aq, ili signalni
polipeptid iz ljudskog GM-CSF receptora alfa.
12. Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time §to:
a) PBMC u koraku d) se uzgaja radi povecanja broja stanica u trajanju od 5 do 8 dana; i/ili
b) PBMC u koraku d) se uzgaja radi povecanja broja stanica u trajanju od 5 dana do 8 dana u vre¢i za kulturu
stanica; i/ili
¢) PBMC u koraku d) se uzgaja radi povecanja broja stanica u trajanju od 5 dana u vreéi za kulturu stanica,
te zatim uzgaja u trajanju od 3 dana u bioreaktoru; i/ili
d) PBMC u koraku d) se uzgaja radi povecanja broja stanica u trajanju od 5 dana do 8 dana u bioreaktoru.
13. Postupak u skladu s patentnim zahtjevom 1, naznacen time §to:
a) broj T-stanica se povecava najmanje 50-erostruko tijekom uzgoja u koraku d); ili
b) broj T-stanica se povetava najmanje 100-ostruko tijekom uzgoja u koraku d); ili
¢) broj T-stanica se povecava najmanje 300-ostruko tijekom uzgoja u koraku d); ili
d) broj T-stanica se povecava najmanje 400-ostruko tijekom uzgoja u koraku d); ili
e) broj T-stanica se poveéava najmanje 500-ostruko tijekom uzgoja u koraku d); ili
f)  broj T-stanica se poveéava najmanje 600-ostruko tijekom uzgoja u koraku d).
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