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Patentkrav

1.

En in vitro fremgangsmate for fremstilling av en T-celle terapi
innbefattende:

a) tilveiebringe en populasjon av humant periferisk blod
mononuklezere celler (PBMC’er) som innbefatter T-celler og antigen-
presenterende celler (APC’er);

b) kultivere populasjonen av PBMC’er i 16 timer til 32 timer far
transduksjon i et cellekultur-medium innbefattende i) interleukin-2 (IL-
2), ii) et anti-CD3 antistoff eller CD3-bindende fragment derav, og iii)
et anti-CD28 antistoff eller et anti-CD28 bindende fragment derav, B7-
1 eller et CD28-bindende fragment derav, eller B7-2 eller et CD28-
bindende fragment derav, hvor kulturen aktiverer og stimulerer T-
cellene;

c) transdusere populasjonen av PBMC’er aktiver i trinn b) med en
lentiviral vektor som koner en kimaer antigen reseptor (CAR); og

d) kultivere populasjonen av PBMC’er i et cellevekst-medium for a
ekspandere de transduserte T-cellene;

og derved fremstille T-celle terapeutikumet.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor:

a) innhgsting og erholdelse av PBMC’ene innbefatter leukaferese;
og/eller

b) isolere av PBMC’ene innbefatter sedimentering; og/eller

c) isolering av PBMC’ene innbefatter sedimentering utfgrt ved bruk av

en halvautomatisk gjennomstrgmningssentrifuge.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor cellekultur-mediet
innbefatter 250 IU/ml IL-2.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor cellekultur-mediet;

a) er et T-celle vekstmedium (TCGM); eller

b) er T-celle vekstmedium (TCGM) videre innbefattende et eller flere
ytterligere cytokiner; eller

c) er TCGM videre innbefattende et eller flere ytterligere cytokiner
valgt fra enhver av: IL7, IL-15, IL-9 og IL-21.
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Fremgangsmate i henhold til hvilke som helst av kravene 1 til 4, hvor
fremgangsmaten videre innbefatter:

a) vaske PBMC’ene i en buffer eller cellekultur-medium; og/eller

b) vaske PBMC’ene i et T-celle vekstmedium (TCGM) inneholdende
en eller flere cytokiner; og/eller

c) vaske PBMC’ene i et T-celle vekstmedium (TCGM) inneholdende
en eller flere cytokiner valgt fra enhver av: IL-2, IL7, IL-15, IL-9 og
IL21; eller

d) vaske PBMC’ene i et T-celle vekstmedium (TCGM) inneholdende
IL-2; og/eller

e) vaske PBMC’ene i et T-celle vekstmedium (TCGM) inneholdende
250 IU/ml IL-2.

Fremgangsmate i henhold til hvilke som helst av kravene 1 til 5, hvor:
a) PBMC’ene blir kultivert med et Igselig ant’CD3 antistoff eller et
lgselig anti-CD28 antistoff; og/eller

b) PBMC’ene blir kultivert med et Igselig anti-CD3 antistoff ved en
konsentrasjon pa 50 ng/ml og et lgselig anti-CD28 antistoff; og/eller
c) PBMC’ene blir kultivert med et Igselig anti-CD3 antistoff og et

lzselig anti CD28 antistoff ved en konsentrasjon pa 30 ng/ml.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor:

a) PBMC’ene i trinn b) blir kultivert i minst 18 timer fgr transduksjon;
og/eller

b) PBMC’ene i trinn b) blir kultivert i minst 24 timer fgr transduksjon.

Fremgangsmate i henhold til krav 6 eller 7, hvor 1 x 10° TU til 2 x 10°
TU av den lentivirale vektoren blir brukt til & transdusere de 1 x 108

seedede cellene.

Fremgangsmate i henhold til hvilke som helst av kravene 1 til 8, hvor
a) den lentivirale vektoren er fortynnet til 20 masse-% av det totale
kulturvolumet; og/eller

b) den lentivirale vektoren er fortynnet 40 til 50 masse.% av det totale

kulturvolumet; og/eler
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c) PBMC’ene er transdusert i 18 til 48 timer; og/eller
d) PBMC’ene er transdusert i 18 til 36 timer; og/eller
e) PBMC’ene er transdusert i 24 timer.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor CAR innbefatter

a) et ekstracellulzert domene som binder et antigen valgt fra gruppen
bestaende av: alfa folat reseptor, 5T4, avB6 integrin, BCMA, B7-H3,
B7-H6, CAIX, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD44, CD44v6,
CD44v7/8, CD70, CD79a, Cd79b, CD123, CD138, CD171, CEA,
CSPG4, EGFR, EGFR familie inkludert ErbB2 (HERZ2), EGFRVIII,
EGP2, EGP40, EPCAM, EphA2, EpCAM, FAP, fgtal AchR, FRa,
GD2, GD3, ‘Glypican-3 (GPC3), HLA-A1l+ MAGEL1, HLA-A2+MAGEL1,
HLA-A3+MAGE1, HLA-A1+NY-ESO-1, HLA-A2+NY-ESO-1, HLA-
A3+NY-ESO-1, IL-11Ra, IL-13Ra2, Lambda, Lewis-Y, Kappa,
Mesothelin, Mucl, Mucl6, NCAM, NKG2D ligander, NY-ESO-1,
PRAME, PSCA, PSMA, ROR1, SSX, Survivin, TAG72, TEM’er og
VEGFR2;

b) et transmembran domene avledet fra et polypeptid valgt fra
gruppen bestaende av: CD8a, CD4, CD28, CD45, PD1 og CD152;
c) et eller flere intracelluleere signaleringsdomener valgt fra gruppen
bestdende av: CD28, CD54 (ICAM), CD134 (OX40), CD137 (41BB),
CD152 (CTLA4), CD273 (PD-L2), CD274 (PD-L1) og CD278 (ICOS);
0g

d) et CD3( signalerende domene.

Fremgangsmate i henhold til krav 10, hvor:

a) det ekstracelluleere domenet innbefatter et antistoff eller
antigenbindende fragment som binder antigenet; og/eller

b) transmembran domenet er avledet fra CD8a eller CD28; og/eller
c) det ene eller flere ko-stimulerende signaleringsdomenet er enhver
av: CD28, CD134 og CD137; og/eller

d) CAR videre innbefatter et hengselomrade polypeptid; og/eller

e) CAR videre innbefatter at IgG1 eller CD8a hengselomrade
polypeptid; og/eller
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f) CAR videre innbefatter et signalpeptid; og/eller

g) CAR videre innbefatter et IgG1 tung kjede signal polypeptid, eller
et CD8a signal polypeptid, eller et humant GM-CSF reseptor alfa
signal polypeptid.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor:

a) PBMC’ene i trinn d) blir kultivert for ekspansjon i 5 til 8 dager;
og/eller

b) PBMC’ene i trinn d) blir kultivert for ekspansjon i 5 dager til 8 dager
I en cellekultur-pose; og/eller

c) PBMC’ene i trinn d) blir kultivert for ekspansjon i 5 dager i en
cellekultur-pose og blir deretter kultivert i 3 dager i en bioreaktor;
ogl/eller

d) PBMC’ene i trinn d) blir kultivert for ekspansjon i 5 dager til 8 dager
| en bioreaktor.

Fremgangsmate i henhold til krav 1, hvor:

a) antallet T-celler blir ekspander minst 50 ganger under
kultiveringstrinnet d), eller

b) antallet T-celler blir ekspander minst 100 ganger under
kultiveringstrinnet d); eller

c) antallet T-celler blir ekspander minst 300 ganger under
kultiveringstrinnet d); eller

d) antallet T-celler blir ekspander minst 400 ganger under
kultiveringstrinnet d); eller

e) antallet T-celler blir ekspander minst 500 ganger under
kultiveringstrinnet d); eller

f) antallet T-celler blir ekspander minst 600 ganger under

kultiveringstrinnet d).
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