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Patentkrav

1. Fremgangsmate for fremstiling av T-celler for anvendelse i en terapeutisk

cellesammensetning, hvor T-cellene uttrykker en T-celle-reseptor (TCR) som

gjenkjenner et antigen pa overflaten av en malcelle, idet fremgangsmaten omfatter:
a. a behandle en biologisk prgve som inneholder en populasjon av T-
lymfocyttceller som er oppnadd fra et donorsubjekt som har en tumor, for a
fremstille en forste populasjon av T-lymfocyttceller;
b. & stimulere den fgrste populasjon med ett eller flere farste T-celle-
stimulerende midler av lymfocytter under betingelser for ekspansjon av T-
celler i populasjonen for & fremstille en andre populasjon av aktiverte T-celler,
hvor stimuleringen gjennomfares i et lukket system under anvendelse av
serumfritt medium, hvor det ene eller de flere T-celle-stimulerende midler er
eller omfatter rekombinant IL-2;
c. co-kultivering av den andre populasjon av T-celler i naerveer av
antigenpresenterende celler som presenterer ett eller flere ikke-native
peptider pa et MHC (major histocompatibility complex) i et lukket system
under anvendelse av serumfritt medium, idet nevnte ene eller flere ikke-
native peptider er peptider som svarer til ikke-synonyme somatiske
mutasjoner assosiert i subjektets tumor, for a fremstille en tredje populasjon
av celler som inneholder T-celler omfattende endogene T-celle-reseptorer
som er reaktive pa mutasjonskodende peptider av tumoren;
d. & velge ut, fra den tredje populasjon av celler, den populasjon av T-celler
som inneholder endogen TCR som er reaktiv pa peptider som er til stede pa
APC-ene, basert pa én eller flere oppreguleringsmarkarer som uttrykkes pa
reaktive eller aktiverte T-celler i et lukket system, for a fremstille en fjerde
populasjon som inneholder de utvalgte T-celler; og
e. a ekspandere den fjerde populasjon av utvalgte celler i neerveer av ett eller
flere andre T-celle-stimulerende midler av lymfocytter under betingelser for a
ekspandere T-celler i populasjonen i et lukket system under anvendelse av
serumfritt medium for a fremstille en sammensetning av ekspanderte T-celler
for anvendelse som en terapeutisk cellesammensetning, hvor det ene eller

de flere andre T-celle-stimulerende midler er eller omfatter rekombinant IL-2.
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2. Fremgangsmate ifglge krav 1, hvor:
(a) de antigenpresenterende celler er kjerneholdige celler, slik som
dendrittiske celler, mononukleaere fagocytter, B-lymfocytter, endotelceller
eller tymisk epitel, valgfritt hvor de antigenpresenterende celler er
dendrittiske celler; og/eller

(b) de antigenpresenterende celler og/eller T-celler er autologe til subjektet.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller krav 2, hvor T-cellene er CD4+-celler, CD8+-

celler eller CD4+-celler og CD8+-celler.

4. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor:
(A) det ene eller de flere farste T-celle-stimulerende midler omfatter
rekombinant IL-2, og hvor konsentrasjonen av rekombinant IL-2 er:
(i) fra 100 1U/mL til 6000 IU/mL;
(ii) fra 300 1U/mL til 1000 1U/mL; eller
(iii) pa eller omkring 300 IU/mL; og/eller
(B) det ene eller de flere andre T-celle-stimulerende midler omfatter
rekombinant IL-2, og hvor konsentrasjonen av rekombinant IL-2 er:
(i) fra 100 1U/mL til 6000 IU/mL;
(i) fra 300 1U/mL til 1000 IU/mL; eller
(iii) pa eller omkring 300 IU/mL.

5. Fremgangsmate ifalge et hvilket som helst av kravene 1-3, hvor:
(i) det ene eller de flere forste T-celle-stimulerende midler omfatter
rekombinant IL-2, og det rekombinante IL-2 er til stede i en mengde som er
eller er omkring 6000 IU/mL; og/eller
(i) det ene eller de flere andre T-celle-stimulerende midler omfatter
rekombinant IL-2, og det rekombinante IL-2 er til stede i en mengde som er
eller er omkring 6000 IU/mL.

6. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-5, hvor det ene eller de

flere andre T-celle-stimulerende midler videre omfatter et anti-CD3-antistoff, valgfritt
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OKT3, valgfritt hvor konsentrasjonen av anti-CD3-antistoffet er pa eller omkring 50

ng/mL.

7. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-6, hvor det ene eller de
flere andre T-celle-stimulerende midler videre omfatter feeder-celler som er ikke-
delende perifere mononuklezere blodceller (PBMC), valgfritt hvor feeder-cellene er

gammabestralt.

8. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-7, hvor det ene eller de
flere ikke-native peptider lastes pa antigenpresenterende celler ved hjelp av
peptidpuls, valgfritt hvor:
(i) peptidpulsen utfgres ved elektroporering;
(i) det ene eller de flere ikke-aktive peptider er 5-30 aminosyrer, valgfritt 12-
25 aminosyrer, valgfritt pa eller omkring 25 aminosyrer i lengde; og/eller
(iii) det ene eller de flere ikke-native peptider:
(a) er en pool av peptider, og konsentrasjonen av peptider i poolen av
peptider for peptidpulsen er mellom pa eller omkring 0,001 ug/mL og pa eller
omkring 40 pg/mL, 0,01 pg/mL og pa eller omkring 40 ug/mL, pa eller
omkring 0,1 pg/mL og pa eller omkring 40 pg/mL, pa eller omkring 1 ug/mL
og pa eller omkring 40 ug/mL, pa eller omkring 0,01 ug/mL og pa eller
omkring 10 pug/mL eller pa eller omkring 1 ug/mL og pa eller omkring 10
pg/mL; eller
(b) er et individuelt peptid, og konsentrasjonen av individuelle peptider for
peptidpulsen er mellom pa eller omkring 0,00001 pg/mL og pa eller omkring
1 pug/mL, pa eller omkring 0,00001 pg/mL og pa eller omkring 0,1 ug/mL, pa
eller omkring 0,00001 pg/mL og pa eller omkring 0,01 ug/mL, pa eller
omkring 0,0001 pg/mL og pa eller omkring 1 ug/mL, pa eller omkring 0,0001
Mg/mL og pa eller omkring 0,1 ug/mL, pa eller omkring 0,0001 pg/mL og pa
eller omkring 0,1 ug/mL eller pa eller omkring 0,0001 ug/mL og pa eller
omkring 0,01 pg/mL, valgfritt hvor konsentrasjonen av individuelle peptider
av det ene eller de flere ikke-native peptider, i giennomsnitt, er fra pa eller
omkring 0,00001 pg/mL til pa eller omkring 0,01 pg/mL eller konsentrasjonen

av individuelt peptid av det ene eller de flere ikke-native peptider, i
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gjennomesnitt, er fra pa eller omkring 0,0001 pg/mL og pa eller omkring 0,001
Mg/mL.

9. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-8, hvor co-kultiverings-
forholdet av antigenpresenterende celler til T-celler er mellom 20:1 og 1:1, mellom
15:1 og 1:1, mellom 10:1 og 1:1, mellom 5:1 og 1:1, mellom 2,5:1 og 1:1, mellom
1:20 og 1:1, mellom 1:15 og 1:1, mellom 1:10 og 1:1, mellom 1:5 og 1:1 eller mellom
1:2,5 og 1:1, valgfritt hvor co-kultiverings-forholdet av antigenpresenterende celler

til T-celler er eller er omkring 1:1.

10. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-9, hvor co-kultiveringen

varer i 2 timer til 24 timer, valgfritt hvor co-kultiveringen varer i eller omkring 6 timer.

11. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-10, hvor utvalget
gjennomfgres under anvendelse av en fluorescensbasert cellesorterer, valgfritt
hvor:
(i) den fluorescensbaserte cellesorterer er en automatisert stremcytometri-
sorterer med hgy kapasitet, valgfritt FX500-cellesorterer eller Miltenyi-Tyto-
cellesorterer; og/eller
(ii)) utvalget er pa 1 gjennomlgp, 2 gjennomlgp, 3 gjennomlgp eller 4
gjennomlgp av den fluorescensbaserte cellesorterer; og/eller
(iii) utvalget gjennomfgres ved en hastighet pa mellom 10.000 og 100.000
celler / sekund under anvendelse av en fluorescensbasert engangs-fluidikk-
cellesorterer.

12. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-11, hvor den ene eller
de flere oppreguleringsmarkgrer velges fra gruppen bestaende av CD107, CD107a,
CD39, CD103, CD137 (4-1BB), CD59, CD69, CD90, CD38, CD30, CD154, CD252,
CD134 (OX40), CD258, CD256, PD-1, TIM-3 og LAG-3, valgfritt hvor den ene eller
de flere oppreguleringsmarkgrer velges fra gruppen bestaende av CD107, CD107a,
CD39, CD103, CD59, CD90, CD38, CD30, CD154, CD252, CD134, CD258 og
CD256.
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13. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-12, hvor den ene eller
de flere oppreguleringsmarkgarer:
(i) er CD134 og/eller CD137; eller
(i) omfatter i det minste to markarer valgt blant CD107a og CD39, CD107a
og CD103, CD107a og CD59, CD107a og CD90, CD107a og CD38, CD39
og CD103, CD39 og CD59, CD39 og CD90, CD39 og CD38, CD103 og
CD59, CD103 og CD90, CD103 og CD38, CD59 og CD90, CD59 og CD38
og CD90 og CD38, valgfritt hvor den ene eller de flere T-celle-
oppreguleringsmarkgrer videre omfatter CD137, valgfritt hvor den ene eller
de flere T-celle-oppreguleringsmarkgrer omfatter i det minste to markgrer
valgt blant CD107a og CD137, CD38 og CD137, CD103 og CD137, CD59
og CD137, CD90 og CD137 og CD38 og CD137.

14. Fremgangsmate ifalge et hvilket som helst av kravene 1-13, hvor:
(i) stimuleringen av den fgrste populasjon varer 7 til 21 dager, valgfritt 7 til 14
dager; og/eller
(i) stimuleringen av den fgrste populasjon i et lukket system anvender en
gassgjennomtrengelig kulturbeholder; og/eller
(iiif) stimuleringen av den farste populasjon i et lukket system gjennomfgres

under anvendelse av en bioreaktor.

15. Fremgangsmate ifalge et hvilket som helst av kravene 1-14, hvor:
(i) ekspanderingen av den fjerde populasjon varer 7 til 21 dager, valgfritt 7 til
14 dager; og/eller
(i) ekspanderingen av den fjerde populasjon gjennomfgres i en
gassgjennomtrengelig kulturbeholder; og/eller
(i) ekspanderingen av den fjerde populasjon gjennomfgres under

anvendelse av en bioreaktor.

16. Fremgangsmate ifelge et hvilket som helst av kravene 1-15, hvor tiden fra
behandling av de biologiske prgver som inneholder populasjonen av lymfocytter, til

fremstiling av de ekspanderte T-celler, er mindre enn 30 dager.
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17. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-16, hvor:
(i) tumoren er en tumor av en epitelkreft;
(i) tumoren er en tumor av et melanom, plateepitelkreft,
lungeadenokarsinom, bleerekreft, smacellet lungekreft, spisergrskreft,
kolorektalkreft (CRC), livmorhalskreft, hode- og halskreft, magekreft eller
livmorkreft; eller
(iii) tumoren er en tumor av en ikke-smacellet lungekreft (NSCLC), CRC,
eggstokkreft, brystkreft, spisergrskreft, magekreft, bukspyttkjertelkreft,
kolangiokarsinom-kreft, endometriekreft, valgfritt hvor brystkreften er
HR+/Her2-brystkreft, trippel-negativ brystkreft (TNBC) eller HER2+-
brystkreft.

18. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-17, hvor den biologiske
preve er en tumor, og populasjonen av lymfocytter fra den biologiske prave er fra

tumorinfiltrerende lymfocytter.

19. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-18, hvor:

A) den farste populasjon av lymfocytter behandles som tumorfragmenter fra
en resekert tumor, valgfritt hvor den fgrste populasjon av lymfocytter er ett
eller flere tumorfragmenter fra den resekerte tumor, ytterligere valgfritt hvor
den farste populasjon av lymfocytter sas for stimulering i det lukkede system
pa omkring 1 tumorfragment per 2 cm?; eller

B) den ferste populasjon av lymfocytter behandles som en
enkeltcellesuspensjon ved homogenisering og/eller enzymatisk fordgyelse
av ett eller flere tumorfragmenter fra en resekert tumor, valgfritt hvor den
enzymatisk fordeyelse er ved inkubasjon med en kollagenase, valgfritt
kollagenase IV eller kollagenase l/ll, ytterligere valgfritt hvor den forste
populasjon av lymfocytter sas for stimulering i det lukkede system pa omkring

5 x 10° til pa eller omkring 2 x 10° totale celler per 2 cm?.

20. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-19, som videre omfatter

a hgste celler som fremstilles ved hjelp av fremgangsmaten, valgfritt omfattende a
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formulere de hostede celler med et  kryobeskyttende  middel.

21. Fremgangsmate ifglge et hvilket som helst av kravene 1-20, hvor populasjonen
av T-celler av den terapeutiske sammensetning er i stand til & fremstille IFN-gamma
ved en konsentrasjon pa mer enn pa eller omkring 30 pg/mL, valgfritt mer enn pa

eller omkring 60 pg/mL, etter antigenspesifikk stimulering.
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