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PATENTKRAV

1.

Fremgangsmate for a konstruere T-celler, innbefattende modifisering av T-celler ved
a inaktivere av minst

- et fgrste gen som koder for et mal for et immunsuppressivt middel, hvor genet
koder CD52 eller et glukokortikoid reseptor (GR); og

(b) et andre gen som koder for TCR alfa eller TCR beta.

2,
Fremgangsmaten i henhold til krav 1, innbefattende fglgende trinn:
(i) tilveiebringe en T-celle;
(ii) velge et gen i nevnte T-celle som uttrykker et mal for et immunsuppressivt middel,
hvor genet koder for CD52 eller en glukokortikoid reseptor (GR);
(iif) innfagre i nevnte T-celle sjeldent-skjeerende endonukleaser som er i stand til
selektivt a inaktivere DNA-spaltning, henholdsvis:
- genet som koder for CD52 eller GR, og
- minst et gen som koder for TCR alfa eller TCR beta;
(iv) ekspandere nevnte celle in vitro, eventuelt i naerveer av nevnte

immunsuppressive middel.

3.
Fremgangsmaten i henhold til krav 2, hvor de konstruerte T-cellene blir ekspandert in

vitro i naervaer av nevnte immunsuppressive middel.

4,
Fremgangsmate i henhold til krav 3, hvor malet for det immunsuppressive middelet
er CD52, og det immunsuppressive middelet er et antistoff som malretter mot CD52-

antigen, slik som Alemtuzumab.
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5.
Fremgangsmate i henhold til krav 3, hvor malet for det immunsuppressive middelet
er en glukokortikoidreseptor (GR), fortrinnsvis hvor det immunsuppressive middelet

er et kortikosteroid, slik som deksametason.

6.
Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 2 til 5, hvor den sjeldne-
skjaerende endonukleasen introduseres i cellen i trinn (iii) ved hjelp av RNA-

elektroporering.

7.

Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 2 til 3 og 5 til 6, hvor den
sjeldne-skjaerende endonukleasen er en TALE-nuklease rettet not en av
gensekvensene til GR valgt fra valgt fra SEQ ID NO:1 til SEQ ID NO:6

8.

Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 2 til 4 og 6, hvor den
sjeldne-skjaerende endonukleasen er en TALE-nuklease rettet mot en av
genmalsekvensene til CD52 valgt fra SEQ ID NO: 40 og SEQ ID NO: 61 til SEQ ID
NO: 65.

9.

Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 1 til 8, hvor
fremgangsmaten videre innbefatter genetisk modifisering av T-cellen ved & inaktivere
minst ett protein involvert i et immunkontrollpunkt, fortrinnsvis hvor

immunkontrollpunktproteinet er PDCD1 og/eller CTLA-4.

10.
Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 1 til 9, innbefattende

innfagring i nevnte T-celle en kimaer antigenreseptor (CAR).
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1.
Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 1 til 10, hvor nevnte T-
celler i trinn a) er avledet fra inflammatoriske T-lymfocytter, cytotoksiske T-

lymfocytter.

12.
Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 1 til 11, hvor nevnte T-

celler i trinn a) er avledet fra CD4+ T-lymfocytter og/eller CD8+ T-lymfocytter.

13.
Fremgangsmate i henhold til hvilket som helst av kravene 1 til 12, hvor nevnte T-

celler er primeerceller.

14.
En isolert human T-celle i hvilken minst CD52 genet og et gen som koder for TCR

alfa eller TCR beta er slatt ut.

15.
En isolert human T-celle i hvilken minst genet og et gen som koder for TCR alfa eller
TCR beta er slatt ut.

16.
En isolert konstruert human T-celle eller en populasjon av konstruerte humane T-
celler som kan erholdes ved fremgangsmaten i henhold til hvilket som helst av

kravene 1 til 13.

17.

En isolert human T-celle transfektert med (a) en mRNA sin koder for en sjelden-
kuttende endonuklease rettet mot et gen som koder for CD52 eller et gen som koder
glukokortikoid reseptoren (GR); og med (b) et mMRNA som koder for en sjelden-
kuttende endonuklease rettet mot et gen som koder for TCR alfa eller TCR beta, hvor

endonukleasene er i stand til & inaktivere de respektive genene ved DNA klgving.
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18.

En isolert human T-celle i henhold til krav 17, hvor den sjelden-kuttende
endonukleasen rettet mot et gen som koder for CD52 er en TALE-nuklease rettet mot
en polynukleotid sekvens valgt fra: SEQ ID NO:40 og SEQ ID NO: 61 til SEQ ID
NO:65.

19.

En isolert human T-celle i henhold til krav 17, hvor den sjelden-kuttende
endonukleasen rettet mot et gen som koder for GR er en TALE-nuklease rettet mot
en polynukleotid sekvens valgt fra: SEQ ID NO:1 til SEQ ID NO: 6.

20.
En isolert human T-celle i henhold til krav 18 eller 19, hvor den sjelden-kuttende
endonukleasen innbefatter et TALE-domene festet til en meganuklease, fortrinnsvis

hvor meganukleasen er I-Crel, I-Onul eller en funksjonell variant derav.

21.

En isolert human T-celle i henhold til krav 17, hvor den sjelden-kuttende
endonukleasen rettet mot et gen som koder for TCR alfa eller TCR beta er en TALE-
nuklease og innbefatter en av polypeptid sekvensene valgt fra SEQ ID NO:41 til SEQ
ID NO: 46 og/eller den sjelden-kuttende endonukleasen rettet not et gen som koder
for CD52 er en TALE-nuklease og innbefatter en av polynukleotid sekvensene fra
SEQ ID NO: 47 til SEQ ID NO: 48.

22.
En populasjon av transfekterte humane T-celler i henhold til hvilket som helst av
kravene 17 til 21.

23.

En isolert human T-celle eller en populasjon av konstruerte humane T-celler i henhold
til hvilke som helst av kravene 14 til 16, eller en isolert transfektert human T-celle i
henhold til hvilke som helst av kravene 17-21m eller en populasjon av transfekterte
human T-celler i henhold til krav 22, hvor T-cellene videre innbefatter et eksogent

rekombinant polynukleotid, spesielt ert eksogent rekombinant polynukleotid som
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koder for pTalfa eller en funksjonell variant derav, en kimaer antigen reseptor (CAR)
eller en flerkjedet CAR.
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