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CELULE CITOTOXICE PURTATOARE DE RECEPTORI HIMERICI DE
ANTIGEN UNIVERSALI CARE TINTESC ANTIGENE DIVERSE §1
MULTIPLE PENTRU TRATAMENT ADOPTIV

Domeniul inventiei este cel al medicinei in general si cel al produselor
folosite in terapii adoptive ale bolilor neoplazice, inflamatorii, autoimune, al

infectiilor intracelulare si al altor maladii, in special.

Prezenta inventie se incadreazd in domeniul terapiilor adoptive care folosesc
celule imune citotoxice modificate genetic cu receptori himerici de antigen (RHA)
capabile sd declanseze un raspuns citotoxic fata de celulele care exprima un anumit
antigen recunoscut de RHA. Mai precis, aceastd inventie descrie construirea unor
variante de RHA care pot recunoaste un antigen de interes prin intermediul
imunoglobulinelor si declansa un raspuns citotoxic printr-un mecanism diferit de
cel intdlnit natural in citotoxicitatea mediatd de anticorpi si a celulelor imune care

exprima aceste molecule.

Terapia adoptivd cu limfocite T purtdtoare de receptori himerici de antigeni
(RHA) a revolutionat oncoimunoterapia, in special cea focusatd pe cancerele cu
celule B (leucemia limfoblastica acuta si limfoame agresive non-Hodgkin), odata
cu aprobarea pe piatd a tratamentelor Kymriah si Yescarta, in 2017 (1, 2), ca

urmare a ratei ridicate de raspuns la aceste terapii in studii clinice (3, 4).

RHA sunt proteine modulare artificiale transmembranare al ciror rol este de
a declansa un raspuns citotoxic dupd recunoasterea unui antigen/molecule de pe

suprafatd celulelor tintd. Sunt compuse din trei elemente avand ca referintd

membrana celulara:
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a. un ecto-domeniu care se giseste la suprafata extracelulara si care la randul
lui contine un modul de legare care recunoaste o moleculd (antigen) de pe
suprafata celulei tintd si o regiune flexibild tip balama care permite orientarea

modului de legare in spatiu,

b. un domeniu transmembranar care ancoreazd moleculd in membrana
celulari si care poate media interactiuni cu molecule de tip adaptor care s activeze

ulterior cai de semnalizare intracelulara si

c. un domeniu intracelular compus din unul sau mai multe module care
mediazad rdspunsul citotoxic declansat de legarea antigenului, proliferarea si

supravietuirea celulelor citotoxice.

Modulul de recunoagtere ale molecule tintd in RHA este reprezentat, de
regula, de regiunile variabile ale lanturilor usor si greu ale unui anticorp
monoclonal, rdspunzitoare in mod normal de recunoasterea naturald a epitopului
prezent pe antigen, care sunt unite in cis printr-un lant peptidic (scFv- ,;single chain
variable frament”) si refac functional un fragment Fab (,antigen-binding

fragment”) al moleculelor de imunoglobulina.

Majoritatea RHA recunosc o singurd tintd si foarte putine pot recunoaste
doud sau 3 tinte simultan (bi-, tri-specifice), dar odata ce o celula este modificati
prin introducerea unui gene ce codifica RHA, tintele moleculare raméan fixe. in
plus, afinitatea fatd de antigenul vizat nu se poate modificd. O afinitate crescutd
fatd de tintd este de dorit cdnd antigenul tintit este specific celulelor anormale si
una mai scidzutd cand acesta este exprimat in exces pe suprafata celulelor anormale

dar se giseste si pe celulele normale. in plus, utilizarea terapiilor care tintesc un
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singur antigen suferd, in special in domeniul tratdrii cancerului, de riscul de

aparitie a rezistentei prin pierderea expresiei antigenului de pe celule {intite.

Pentru a controla efectul terapeutic si al efectelor secundare asociate cu
acesta, este nevoie de crearea unor sisteme universale si modulare care sd permita
rafinarea tintirii celulelor anormale atat la nivelul moleculelor tintite, tinte variate,

separat sau simultan, cét si la nivelul afinitatii interactiunii intre RAH si molecula

tintita.

In acest sens este cunoscuti inventia EP2990416B1 care descrie o platforma
modulard si universald pentru modificarea limfocitelor T si NK formata din
doui componente: 0 componenta constantd, formatd dintr-un RHA care recunoagte
un antigen uman neimunogenic (peptidd) si 0 componentd variabild care constd
dintr-o moleculad de imunoglobulind la care este addugat antigenul recunoscut de
primul component. Desi acest sistem, denumit UniCAR, este un sistem modular si
universal, care poate tinti diverse sau multiple antigene cu afinitate variabild prin
intermediul schimbarii componentei variabile, suferd de dezavantajul ca
modularitatea depinde de molecula de anticorp care trebuie modificatd sa includa
peptidd de recunoastere si, ca urmare, anticorpii monoclonali terapeutici deja

existenti pe piata nu pot fi folositi pentru directionarea efectului citotoxic.

O altd varianta de platforma modulard este cea descrisa in
inventiile W0O2016/077734A2 si W02016/160602A2 in celule de tip NK (Natural
Killer cells- celule ucigase naturale) primare si respectiv linii celulare derivate din
NK (NK92) care sunt modificate cu varianta F158V de mai mare afinitate a
receptorului de imunoglobuline de tip IgG (isotipul 1 si 3 cu predilectie) CD16A
(FcyRIlla) decat cea care este mai prevalenta in populatie. Receptorul CD16A

mediazd in mod natural rdspunsul citotoxic al celulelor NK dupi recunoasterea

“
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complexelor imune anticorp-antigen formate pe suprafata celulelor anormale
(infectate viral sau canceroase). Este important de mentionat ca afinitatea crescuta
a alelei 158V a receptorului de imunoglobulind CD16A fatd de imunoglobuline
este asociatd cu un riaspuns favorabil la terapia cu anticorpi monoclonali in anumite

cancere (5,6).

in afard receptorului CD16A, diferite celulele imune exprima pe suprafati
lor receptori care recunosc cu diferite afinitati si alte clase de imunoglobuline prin
intermediul regiunii terminale constante Fc (fragment cristalizabil) ale moleculei
de imunoglobulina. Acesti receptori Fc mediaza diferite raspunsuri imune
stimulatorii sau inhibitorii legate de fagocitoza sau distrugerea celulelor anormale
(prin eliberarea de granule citotoxice sau legare de receptori care induc apoptoza in
celulele tintd). Majoritatea receptorilor de imunoglobuline sunt de micé afinitate si
recunosc imunoglobulinele doar cand sunt complexate cu antigene, nu si in forma
monomerica. Exceptie sunt receptorul de imunoglobuline IgG, FcyRI (CD64) si

receptorul de imunoglobuline IgE, FceRI.

Snyder et al, 2018 a descris un RHA care contine domeniul extracelular al
receptorului de mare afinitate CD64 si domeniile transmembranar si intracelular al
CD16A. Celulele NK care exprimd acest RHA sunt capabile si lege molecule

monomerice de imunoglobuline IgG si sa exercite efect citotoxic dependent de

anticorp (7).

Problema tehnica a inventiei consta in realizarea unor celule imune citotoxice
modificate genetic cu RHA pentru a recunoaste tinte de pe suprafati celulelor
anormale prin intermediul unor anticorpi specifici, diversi atat individual cat si in

combinatie, in scopul distrugerii celulelor anormale.
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Inventia elimina dezavantajele cunoscute prin aceea cd este constituitd din
celule imune citotoxice care exprimd RHA universali care tintesc, prin
intermediul anticorpilor, antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv ale
bolilor neoplazice, inflamatorii, autoimune, al infectiilor intracelulare si al altor

maladii, in special, receptorul himeric cuprinzind urmaétoarele:

- un modul extracelular, de legare cu afinitate mare pentru regiunea Fc a
imunoglobulinelor de tip IgG, derivat din ectodomeniul receptorului de
imunoglobuline IgG, FcyRI (CD64) care contine o peptida “eticheta”, de preferintd
neimunogena, ca de exemplu, cea provenitd de la myc- N-EQKLISEEDL-C si
care poate fi folositd pentru determinarea expresiei receptorului himeric sau pentru
purificarea celulelor care exprima acesti receptori. De asemenea, domeniul
extracelular contine o regiune flexibila tip ,,balama™ care sa permitd un grad ridicat
de libertate modulului de legare, aceastd regiune balama fiind derivata din diferite
molecule (CD8a, CD28, IgG sau alte molecule). Se constituie astfel o platforma
comund pentru legarea de molecule cu potential terapeutic, de tip anticorpi
monoclonali de tip IgG1 sau IgG3 sau molecule hibrid care contin partea Fc a
acestor tipuri de molecule, de cétre receptorul himeric de imunoglubuline de mare

afinitate, marind astfel spectrul tintelor posibile.

- un domeniu transmembranar, care ancoreazi molecula hibrid 1n membrana
celulard, provenit de la CD8a, CD28, NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, FcRy,
I12Ry sau alte molecule si NU din molecula CD16A si care poate fi ales in functie
de celuld de destinatie, intrucit poate media interactiuni cu alte proteine de tip

adaptor, specific exprimate intr-un anumit tip de celula.

- un domeniu intracelular care mediaza un semnal, citotoxic sau de alt fel,

direct sau indirect, prin intermediul unuia sau mai multor module care NU provin
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din moleculd CD16A si care pot semnaliza efectul citotoxic. Domeniul intracelular
contine unul sau mai multe module care pot semnaliza efectul citotoxic care sunt
derivate din domeniile intracitoplasmice ale moleculelor de tip adaptor CD3(,
FcRy, DAP10, DAP12, care contin module de semnalizare si transduc semnalul
citotoxic in limfocite T, NKT, NK sau alte celule imune. Astfel, efectul citotoxic
se realizeaza direct, fard intermediul moleculelor de tip senzor cu care moleculele
adaptor interactioneazd in mod normal pentru exercitarea efectului citotoxic (RCT
-receptor de celule T, CD16A, RCN -receptori de citotoxicitate naturald, NKp30,
44, 46, receptori NK de grup 2 -NKG2C, D). Domeniul intracelular poate contine
module aditionale care sd asigure amplificarea semnalului citotoxic, precum si
proliferarea si/sau supravietuirea celulelor care exprimd acesti receptori (CD28,
CD137, CD244, CD2, SLAMF6, CD226, I12Ry si alte molecule). Modulele
costimulatoare pot fi situate si in trans, pe alti receptori himerici de antigen care
recunosc un alt antigen prezent fie pe aceeasi celuld, fie pe o celula diferita si, ca
urmare, proliferarea si supraviefuirea celulelor citotoxice sd se declanseze numai

dupa legarea simultani a celor doua antigene.

Prezenta inventie prezintd urmatoarele avantaje:

- permite tratamentul adoptiv mai flexibil prin incidrcarea moleculele
terapeutice pe celulelor imune inainte de administrare acestora sau administrarea
lor inainte, concomitent sau ulterior celulelor imune.

- asigurd un raspuns citotoxic mai specific

- in cazul tratamentelor cu celule NK alogene, asigura reducerea
costurilor de tratament si interventie terapeuticid fara intirziere dati, in mod
normal, de durata productiei de celule modificate.

Se da in continuare, un exemplu de realizare a inventiei in legiturd cu

figurile care reprezinta:

.
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Figura 1, care schematizeaza procesul natural de citotoxicitate mediat de
anticorpi al celulelor NK fatd de celule anormale (forma de decagon)
bazat pe receptorul CD16A de mica afinitate pentru IgG (A) si modul de
citotoxicitate mediat de receptorul hibrid de mare afinitate pentru IgG
bazat pe modulul de legare derivat din CD64 (B-D). Spre deosebire de
receptorul natural CD16A care interactioneazid cu adaptori pentru
transductia semnalului, receptorul himeric contine intr-o singurd
molecula elementele necesare semnalizérii (citotoxic + proliferare +
supravietuire). Panelul B ilustreazd faptul cd multiple celule anormale
(decagoane) pot fi tintite prin anticorpi specifici si diferite tipuri de celule
imune (rotunde) care exprima receptori himerici de IgG. Panelul C
descrie situatia in care mai mult de un antigen de pe suprafata unei celule
este tintit pentru cresterea specificitdtii efectului citotoxic. Panelul D
indica o situatie in care receptorul hibrid de mare afinitate pentru IgG
contine doar modulul citotoxic in domeniul intracelular si pentru
proliferarea si/sau supravietuirea celulei citotoxice este nevoie de
semnalizarea printr-un receptor himeric de antigen ce recunoaste un al
doilea antigen, prezent pe aceeasi celuld sau pe o celuld invecinata.

- Figura 2, care descrie modulele principale ale recptorului himeric de
mare afinitate pentru Fc a IgG. In afara modulelelor indicate, elemente
optionale pot fi addugate, ca de exemplu, un epitop peptidic liniar
neimunogenic cum ar fi myc, care sd permitd detectia si purificarea
celulelor care exprima proteina himericd, precum si un element tip
balama, care sd permita un grad de liberatate ridicat modulului de legare.

- Figura 3, care indicd analiza prin citometrie de flux a expresiei unor

receptori himerici de mare afinitate pentru IgG bazati pe modulul de

-
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legare derivat din CD64, in celule 293T, mdasuratd prin fluorescenta
emisi de anticorpi anti-CD64-APC (A, B) or anti-myc-PE (C).

- Figura 4, care indica analiza prin citometrie de flux a expresiei unor
receptori himerici de mare afinitate pentru IgG bazati pe modulul
de legare derivat din CD64, in celule NK92, masurata prin fluorescenta
emisd de anticorpi anti-CD64-APC. Constructele expriméd si proteina

fluorescentd ZsGreenl.

- Figura 5, care prezintd Secventa la nivel de aminocizi a unui
exemplar de receptor himeric de mare afinitatea pentru [gG (CD64-myc-
CD8a-41BB-CD3z), compus din modulul de legare de mare afinitate
CD64 indicat in caractere ingrosate, un epitop myc, indicat in litere
italice, regiunea balama si domeniului transmembranar derivat din CD8a,

precum si din domeniul intracitoplasmatice ale 4-1BB (CD137) si

respectiv, CD3z.
- Figura 6, care ilustreazd schema vectorului lentiviral autoinactivant
de a 3-a generatie care contine Secventa receptorului himeric descris in

figura 5. Constructele prezentate in figurile anterioare sunt clonate intre

locurile enzimelor de restrictie BamHI si AsiSI.

Inventia se referd la crearea de celule imune citotoxice care sd exprime
receptori himerici de antigen (RHA) bazati pe module de legare ale receptorilor
de imunoglobuline de mare afinitate (MLRI-MA) pentru terapii adoptive in
neoplasme sau alte afectiuni. Efectul citotoxic al celulelor modificate este
independent de domeniul transmembranar si intracelular al receptorului de
imunoglobuline CD16A care mediazad in mod normal citotoxicitatea mediata de
anticorpi. Ca urmare a folosirii MLRI-MA, RHA devin universali, intrucét pot

lega anticorpi care recunosc tinte variate cu diferite afinitéti. In plus, folosirea
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de combinatii de anticorpi terapeutici, in paralel cu celulele purtitoare de RHA
cu MLRI-HA, asigura o specificitate mai mare a tratamentului, deoarece pot

tinti celule cu mai mult de o tinta sau celule separate.
Realizarea inventiei asigurd urmatoarele efecte:

- tintirea cu afinitate variabila de diverse antigene specifice care se exprima pe
suprafata unor celule anormale, prin schimarea moleculei care se leagd de

receptorul himeric de imunoglubuline de mare afinitate

- tintirea specificd a unei celule care exprimd mai mult de un antigen sau de

celule diferite aflate in proximitate care exprima céte cel putin un antigen

- proliferarea celulelor modificate dupé recunoagterea specifica a doua antigene
diferite in ipostazi cand modulele coactivatoare se gasesc in trans (pe molecule

himerice diferite)

- folosirea de diferite celule imune (limfocite NK, NKT, T, monocite,

macrofage, celule dendritice, euzinofile, bazofile) pentru tratament adoptiv

- in cazul folosirii celulelor NK, pot fi folosite celule alogene recoltate de la
subiecti sdnatosi si, ca urmare, celulele modificate pot fi produse si stocate prin
inghetare si utilizate la nevoie, impreuna cu anticorp(i) specific(i) pentru tipul

de tumori dorit.
Constructia de receptori Fc himeric de mare afinitate pentru IgG

Secventa peptidica a domeniului extracelular a FeyRI (CD64), Secventa 1,
demonstratd a fi functionald pentru legarea de IgG monomeric in diferite fuziuni

(8), a fost folositd cd domeniu de legare pentru diferite constructe himerice. La
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aceastd regiune a fost addugati o peptida eticheta derivatd din proteina myc,
Secventa 2, care si confere posibilitatea de detectie a expresiei receptorului
himeric pe suprafata celulara si de purificare a celulelor recombinante cu ajutorul
anticorpilor anti-myc. La acest ectodomeniu au fost addugate variate module ce
contin o regiune transmembranara si module intracitoplasmice derivate din aceeasi

moleculd sau din molecule diferite.

Regiunea 19-86 din FcERG, (Secventa 3) si 247-369 din II12RG (Secventa 4)
au fost folosite pentru constructia receptorilor himerici CD64-FcERG si respectiv
CD64-IL2RG. Un receptor himeric bazat pe CD64 dar care este ancorat la
suprafata celulard printr-o legdtura glicozilfosfatidlinozitol, fara a strabate
membrand celulard, a fost construit prin addugarea regiunii (192-233) din CD16B-
Secventa 5. Acest construct, CD64-CD16B, permite legarea unei celule
recombinante de celula tintd si faciliteazd efectul citotoxic indirect prin cresterea

aderentei si timpului de proximitate intre cele doua celule.

Pentru construirea unui receptor himeric de antigen cu modularitate crescuti,
ectodomeniul prezentat anterior a fost fuzionat prin intermediul unui regiuni
flexibile GGGS (Secventa 6) cu o regiune balama derivatd din regiunea (138-203)
a CD8a (secventd 7), urmatd de domeniul costimulator derivat din CD137/41BB
(214-255, Secventa 8) si domeniul intracelular al CD3Z (52-164, Secventa 9).

Fuziunele la nivel de aminoacid prezentate mai sus au fost optimizate la
nivel de de nucleotide pentru expresie in celule umane, sintetizate si clonate de
VectorBuilder, USA, intr-un vector lentiviral autoinactivant ilustrat in figura 6,
intre locuri recunoscute de enzimele de restrictie BamHI si AsiSI, astfel incét
receptorul himeric poate fi inlocuit de alte transgene. Expresia transgenei este sub

controlul promotorului puternic constitutiv EFla. In tandem cu transgena este

T
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exprimatd, prin intermediul unei secvente ce permite translatia independenta de

gasirea capatului 5° al RNAului mesager, IRES (Internal ribosomal entry site), o

proteind fluorescenta, ZsGreenl, a cérui expresie este corelatid cu cea a transgenei,

utila pentru evaluarea transductiei/transfectiei.

Constructul prezentat in figurile 5 si 6 si reprezentat de secventele 10 si 11,

este de asemenea modular datoritd faptului ci intre regiunea transmembranara si

cea balama, se afld un motiv recunoscut de enzima de restrictie EcoRV si, ca

urmare, atat ectodomeniul cat si endodomeniul si regiunea transmembranara pot fi

inlocuite cu noi module sintetizate sau clonate. Astfel, combinatii de domenii

transmembranare si intracitoplasmice au fost sintetizate si subclonate intre locurile

de legare EcoRV si AsiSI conform tabelului 1.

Tabelul 1

DTM

NKG2D

NKG2D

NKG2D

NKG2D

DCS1

CD244

CD2

CD244

CD244

DCS2

CD2

CD244

DC

CD3Z (secventa 12)
CD3Z (secventa 13)
CD3Z (secventa 14)

CD3Z (Secventa 15)

DTM- domeniu transmembranar, DCS- domeniu costimulator, DC- domeniu

citotoxic

Modularitatea este extinsd la nivelul modulului transmembranar datorita

faptului cd secventd domeniului transmembranar al NKG2D in secventele 12-15,

este delimitat de locusurile enzimelor de restrictie EcoRV si Bspel. Diferite

domenii transmembranare pot fi sintetizate sau asamblate prin extensia unor
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primeri partial complementari si apoi subclonate in vectorii ai cdror domenii sunt
indicati in seceventele (12-15). Astfel, perechile de primeri cu secventele 16-17,
18-19 si 20-21 care au secvente complementare suprapuse, pot fi combinati si
extingi prin metodd PCR cu enzime de fidelitate crescutd si pot crea domeniile

transmembranare ale proteinelor NKp46, 44 si respectiv 30.

Crearea de celule recombinante

Pentru evaluarea expresiei receptorilor himerici, vectorii lentivirali
contindnd constructele corespunzitoare, sunt introdusi prin transfectie cu
Lipofectamina 3000 in celule 293T, singuri sau in combinatii cu plasmidele
necesare pentru productia de lentivirusuri (pSPAX2, Addgene # 12260 si
pMD2.G Addgene #12259) in raport molar de 1:1:0.2 intre plamida de transfer
(purtdtoare de receptor himeric), cea de impachetare (psPAX2) si plasmida ce
codeaza proteina de anvelopa VsVg, pMD2.G. In cazul productiei de virus sunt
respectate conditiile recomandate de producitorul de Lipofectamine 3000 si
supernatantul culturii care contine virusul produs este recoltat la 52 ore de la
transfectie si purificat prin centrifugare la 500g x10 min si filtrare prin filtre PVDF
de 0.45 um. Virusul este titrat prin incubarea a 5x10° celule usor de transfectat (de
ex., 293T, Jurkat) / godeu (placd de 6 godeuri) cu diferite dilutii de supernatant
viral in prezenta de polibren (8pg/ml). Placile sunt centrifugate 60 min x 1200 g si
incubarea continua tipic pentru 6 ore dupa care mediul este schimbat. Procentul de
celule fluorescente, determinate prin citometrie in flux, in functie de dilutia

folosita si numarul de celule, determina titrul viruslui.

Titru viral = % de celule fluorescente * nr de celule / volumul de supernatant

viral * dilutia

X

4
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Expresia receptorului himeric se determind prin marcarea a 10° celule cu
anticorp anti-CD64 conjugat cu aloficocianind (APC) (Biolegend, USA) sau anti-
myc (9E10, 9B11)-PE/APC (CellSignal, USA) conform recomandarilor
producitorului si analiza de citometrie in flux.

Celule imune primare (de exemplu, T, NKT sau NK) sunt transduse dupa
activare cu supernatant viral contindnd un exces de virus (multiplicitate de infectie
de 20-50) fatd de numaérul de celule in prezenta de polibren 8 pg/ml. Similar pot fi
folosite si linii celulare (NK92 sau Jurkat). Celulele NK92 sunt celule derivate din
celule NK si sunt folosite ca tratament adoptiv dupd iradiere in studii clinice pentru
terapia diferitelor forme de cancer. Transductia celulelor NK si NK92 este
semnificativ Tmbun&tatitd in prezenta inhibitorului BX75 (6 pg/ml). Celule
transduse sunt evidentiate prin expresia proteinei fluorescente sau a receptorului
himeric. Celule transduse sunt sortate prin FACS (Fluorescence Activated Cell

Sorting) pentru a obtine populatii relativ pure de celule recombinante.

Determinarea functionalititii receptorului himeric.
Legarea de anticorpi monomeri

Un prim exemplu de functionalitate a receptorilor himerici de mare afinitate
pentru IgGl sau IgG3 este legarea acestor molecule in formd monomerica
(necomplexate cu antigene). In acest scop, 10°celule care exprimd receptorul
himeric sunt spilate cu PBS si incubate cu o plajd de concentratii de anticorp (0.1
ug — 5 pg). Legarea acestuia este detectatd, dupd spalare, cu anticorpi secundari

marcati fluorescenti care recunosc regiunea Fab a primului anticorp.
Citotoxicitatea dependenti de anticorpi a celulelor recombinante

In acest test, celulele tintd care exprim3 un antigen ce se doreste tintit, sunt

marcate si apoi incubate in diferite proportii cu celulele efectoare (celule NK, T,

Y
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NKT), care exprimd sau nu receptorul himeric, in prezenta sau absenta unui
anticorp specific. Dupa un timp de incubare, se adaugd un colorant care marcheaza
doar celulele in curs de moarte (iodura de propidiu sau 7-AAD). Celulele dublu
pozitive sunt celulele tintd afectate de raspunsul citotoxic. Folosirea in paralel a
controalelor negative, a celulelor efectoare care nu exprimd receptor himeric, a
unui anticorp nespecific sau absenta unui anticorp, determina dacd citotoxicitatea
este dependentd de expresia receptorului himeric si / sau a anticorpului

specific.

Secventa 1

>sp|P12314(1-292
MWFLTTLLLWVPVDGQVDTTKAVITLQPPWVSVFQEETVTLHCEVLHLPG
SSSTQWFLNGTATQTSTPSYRITSASVNDSGEYRCQRGLSGRSDPIQLEIHR
GWLLLQVSSRVFTEGEPLALRCHAWKDKLVYNVLYYRNGKAFKFFHWNS
NLTILKTNISHNGTYHCSGMGKHRYTSAGISVTVKELFPAPVLNASVTSPLL
EGNLVTLSCETKLLLQRPGLQLYFSFYMGSKTLRGRNTSSEYQILTARRED
SGLYWCEAATEDGNVLKRSPELELQVLGLQLPTPVWFH

Secventa 2
EQKLISEEDL
Secventa 3

>sp|P30273|19-86

LGEPQLCYILDAILFLYGIVLTLLYCRLKIQVRKAAITSYEKSDGVYTGLST
RNQETYETLKHEKPPQ

Secventa 4

3

%
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>sp|P31785[247-369
GSNTSKENPFLFALEAVVISVGSMGLIISLLCVYFWLERTMPRIPTLKNLED
LVTEYHGNFSA WSGVSKGLAESLQPDYSERLCL VSEIPPKGGALGEGPGAS
PCNQHSPYWAPPCYTLKPET

Secventa 5

>sp|075015|17-233
GLAVSTISSFSPPGYQVSFCLVMVLLFAVDTGLYFSVKTNI

Secventa 6
GGGS
Secventa 7

>sp|P01732(138-203

TTTPAPRPPTPAPTIA SQPLSLRPEACRPAAGGA VHTRGLDFACDSQFRVSP
LDRTWNLGETVELKCQVLLSNPTSGCSWLFQPRGAAASPTFLLYLSQNKP
KAAEGLDTQRFSGKRLGDTFVLTLSDFRRENEGY YFCSALSNSIMYFSHFV
PVFLPAKPTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAA GGAVHTRGLDFAC
DIYIWAPLAGTCGVLLLSLVIT

Secventa 8

>sp|Q07011|214-255
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

Secventa 9

>sp|P20963(52-164
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RVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKP
QRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTAT
KDTYDALHMQALPPR

Secventa 10

MWFLTTLLLWVPVDGQVDTTKAVITLQPPWVSVFQEETVTLHCEVLHLPG
SSSTQWFLNGTATQTSTPSYRITSASVNDSGEYRCQRGLSGRSDPIQLEIHRG
WLLLQVSSRVFTEGEPLALRCHAWKDKLVYNVLY YRNGKAFKFFHWNSN
LTILKTNISHNGTYHCSGMGKHRYTSAGISVTVKELFPAPVLNASVTSPLLE
GNLVTLSCETKLLLQRPGLQLYFSFYMGSKTLRGRNTSSEYQILTARREDSG
LYWCEAATEDGNVLKRSPELELQVLGLQLPTPVWFHGEQKLISEEDLGGG
GSTTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDIYIWAP
LAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPE
EEEGGCELRVKFSRSADAPAYKQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRD
PEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQ
GLSTATKDTYDALHMQALPPR*

Secventa 11

atgtggtttctgaccacactgetgeigtgggtgccagtggatggacaggtggacacaacaaaggecgtgatcaceetg
cagcctccatgggtgtecgtgticcaagaggaaaccgtgacactgeactgegaggtgctgeatctgectggetctage
agcacccagtggttcctcaatggeaccgecacacagaccageacacccagetacagaatcaccagegecagegtga
acgacagcggcgagtatagatgecagagaggectgageggcagaagegateccatticagetggaaatccacagag
getggctgetgetgeaggtttccageagagtgtttaccgagggegageccectggetetgagatgteatgectggaagg

acaagctggtgtacaacgtgcetgtactaccggaacggceaaggecttcaagttcttccactggaacagcaacctgaccat
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cctcaagaccaacatcagccacaacggcacctaccactgtagcggeatgggcaagceacagatacacaagegecgg
catcagcgtgaccgtgaaagagctgtttcccgetectgtgctgaacgectetgtgacatctccactgetggaaggcaac
ctcgtgaccetgagetgegagacaaaactgetgeteccagaggectggectgeagetgtacttcagettctacatgggea
gcaagaccctgeggggcagaaataccagcagegagtaccagatcctgaccgccagaagagaggacageggcectg
tattggtgcgaagccgccaccgaggatggcaatgtgctgaagagaagecccgagetggaactgeaggttctgggact
gcaactgcccacacctgtgtggtitcacggegageagaagcetgatctccgaagaggatctcggtggeggtggetega
ccacgacgccagcgecgegaccaccaacaccggegeccaccategegtegeageccctgteectgegeccagag
gegtgecggecageggeggggggcgeagtgcacacgagggggactggacticgectgtgatatctacatetgggeg
cccttggecgggacttgtggggtecttctectgtcactggttatcaccctttactgcaaacggggcagaaagaaactcect
gtatatattcaaacaaccatttatgagaccagtacaaactactcaagaggaagatggctgtagctgccgatttccagaag
aagaagaaggaggatgtgaactgagagtgaagttcagcaggagegeagacgeccccgegtacaagecagggecag
aaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggecgggacce
tgagatgggggooaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcectgtacaatgaactgecagaaagataagatggce
ggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagegecggaggggcaaggggcacgatggcectttaccagggtct

cagtacagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggecctgecccectegetga

Secventa 12

gatatccccttettettetgetgettcatcgecgtggecatgggeatcagattcatcatcatggtggecatetggtecggat
ggagaagaaagagaaaggagaagcagagcegagaccagccccaaggagttectgaccatctacgaggacgtgaag
gacctgaagaccagaagaaaccacgagcaggagceagaccttccceggeggeggceagceaccatctacageatgatc
cagagccagagcagcgceccccaccagecaggageccgectacaccctgtacagectgatccageccagecagaaa
gagcggcagcagaaagagaaaccacagecccagettcaacageaccatctacgaggtgatcggecaagagecagee
caaggcccagaaccccgcecagactgagecagaaaggagcetggagaacttcgacgtgtacagecagagtgaagttcag
caggagcgcagacgceccccgegtacaagcagggcecagaaccagcetctataacgagctcaatctaggacgaagaga
ggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagecgagaaggaagaaccctca
ggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgageg

N
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ccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagecaccaaggacacctacgacgceccttcac
atgcaggccctgcecccctecgetgagegatege

Secventa 13

gatatccccttcttcttctgetgettcatcgecgtggecatgggeatcagattcatcatcatggtggecatetggteccggat

ggagaagaaagagaaaggagaagcagagcgagaccagecccaaggagticctgaccatctacgaggacgtgaag
gacctgaagaccagaagaaaccacgagcaggagcagaccttccccggeggeggcagcaccatctacageatgate
cagagccagagcagcgceccccaccagecaggageccgectacaccctgtacagectgatccageccagecagaaa

gagcggcagcagaaagagaaaccacagecccagettcaacageaccatctacgaggtgatcggcaagagecagee
caaggcccagaaccccgcecagactgagecagaaaggagctggagaacttcgacgtgtacagcaaaagaaaaaagca
gcggtccaggeggaacgacgaggaactggagacaagageccaccgggtcgecaccgaggaaagaggcagaaa

gcceccaccagatcececcgecageaccectcagaacececcgetaccagecageatccteccccecceecctggacaccge
tcccaggeccctagccacagacctccaccacctggecacagagtgcageaccagectcaaaageggectccagcete
cttetggcacacaggtgcaccagcagaagggcecctectctgectagacccagagtgecaacctaagectectcacgge
gecgecgagaacagectgageccctctageaatagagigaagtticagcaggagegeagacgeccccgegtacaag
cagggccagaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagltacgatgtittiggacaagagacgtgg
ccgggaccctgagatggggogaaagccgagaaggaagaacectcaggaaggectgtacaatgaactgeagaaag
ataagatggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggegagegecggagggocaaggggcacgatggcecttt
accagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgceccttcacatgcaggecctgecccctegetgagegate

gc

Secventa 14

gatatccccttettettetgetgettcatcgecgtggecatgggeatcagatteatcatcatggtggecatetggiceggaa

aaagaaaaaagcagcggtccaggeggaacgacgaggaactggagacaagageccaccgggtcgecacegagga

d



RO 135043 A0 . ,
44

19

aagaggcagaaagccccaccagatcceccgecageacccectcagaaccecgcetaccagecagceatcetceeceece
ccctggacaccgcetcccaggceccctagecacagaccteccaccacctggecacagagtgcagcaccagectcaaaag
cggectecagetecttetggcacacaggtgeaccageagaagggcecctectetgectagacecagagtgeaacctaa
gectectcacggegecgecgagaacagectgageccctctageaatagagtgaagttcagcaggagegcagacge
cccegegtacaageagggecagaaccagetctataacgagetcaatctaggacgaagagaggagtacgatgtittgg
acaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagcecgagaaggaagaaccctcaggaaggcectgtacaat
gaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcegagegecggaggggcaaggy
gcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgeccticacatgcaggecctgecce

ctcgcetgagcegategce
Secventa 15

gatatccccttcttcttctgetgettcatcgecgtggecatgggceatcagattcatcatcatggtggecatetggtecggat
ggagaagaaagagaaaggagaagcagagcgagaccagecccaaggagttectgaccatctacgaggacgtgaag
gacctgaagaccagaagaaaccacgagcaggagcagaccttccecggeggeggcagceaccatctacagceatgate
cagagccagagcagcgcccccaccagecaggageccgectacacectgtacagectgatccageccageagaaa

gagcggcagcagaaagagaaaccacagcecccagetticaacagcaccatctacgaggtgatcggeaagagecagec
caaggcccagaaccecgecagactgageagaaaggagetggagaactticgacgtgtacagetggagaaggaaga

ggaaagaaaaacagtccgaaacctccectaaggaaticctcacaatctatgaggatgtcaaagatctcaaaacaagga
ggaaccatgagcaagaacagacaticcctgggggcggctccacaatctaticcatgattcagtcccagtccagegcete

ctacctcccaggaacctgectatacactctactcectgattcagccaagcaggaagteccgggagcaggaagaggaat

cactccectagcetttaactccacaatctatgaggtcatcgggaagtcccagecaaaggetcagaaccetgetaggetgt
ccaggaaggaactcgagaatttcgatgtgtattccagagtgaagticagcaggagegceagacgeccccgegtacaag
cagggccagaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtgg
ccgggacccetgagatgggggoaaagcecgagaaggaagaaccctcaggaaggectgtacaatgaactgecagaaag
ataagatggcggaggcctacagtgagatigggatgaaaggegagegecggaggggcaaggggcacgatggecttt
accagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgeccttcacatgcaggecctgecccctegetgagegate

£c
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Secventa 16

NKp46-EcoRV

ACGTAGATATCATGGGCCTGGCCTTCCTGGTGCTGGTGGCCCTGGTGTG
GTTCCTGGTGGAGG

Secventa 17

NKp46-Bspel
TATCGATCCGGATCTCTTTCTGCTCAGCCAGTCCTCCACCAGGAACCAC
ACCAGGGCCACC

Secventa 18

NKp44-EcoRV

ACGTAGATATCCTGGTGCCCGTGTTCTGCGGCCTGCTGGTGGCCAAGAG
CCTGGTGCTGAGCG

Secventa 19

NKp44-Bspel
TATCGATCCGGAGCCCCACCACACCAGCAGGGCGCTCAGCACCAGGCT
CTTGGCCACCAGC

Secventa 20

NKp30-EcoRV

acgtaGATATCGCCGGCACCGTGCTGCTGCTGAGAGCCGGCTTCTACGCC
GTGAGCTTCCTG
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Secventa 21

NKp30-Bspel
tatcgaTCCGGAGGTGCTGCCCACGGCCACGCTCAGGAAGCTCACGGCGTA
GAAGCCGGCTC
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REVENDICARI

1. Celule imune purtitoare de receptori himerici de antigen universali care
fintesc antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv al bolilor
neoplazice, inflamatorii, autoimune, al.infectiilor intracelulare si al altor
maladii, prin intermediul anticorpilor sau a moleculelor ce contin domeniul

Fc caracterizate prin aceea ci receptorul himeric hibrid cuprinde

urmétoarele:

- un modul extracelular, de legare cu afinitate mare pentru regiunea Fc a
imunoglobulinelor de tip IgG derivat din ectodomeniul receptorului de

imunoglobuline IgG FcyRI (CD64),

- un domeniu transmembranar care ancoreazd molecula hibrid in membrana
celulard si provine, in functie de celuld de destinatie, de la CD8a, CD28,

NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, FcRy, II12Ry sau alte molecule, dar NU
din molecula CD16A.

- un domeniu intracelular care mediazi un semnal citotoxic sau de alt fel,
direct sau indirect, independent de molecula CD16A si contine unul sau mai

multe module care pot semnaliza efectul citotoxic derivate din domeniile



RO 135043 A0
1

23

intracitoplasmice ale moleculelor de tip adaptor, in special CD3(, FcRy,
DAP10, DAP12 care contin module de semnalizare §i transduc semnalul

citotoxic in limfocite sau alte celule citotoxice

2. Celule purtdtoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicérii
1 caracterizate prin aceea ca ectodomeniul contine o peptidd “eticheta”
provenitd de la myc- N-EQKLISEEDL-C si care poate fi folositd pentru
determinarea expresiei receptorului himeric sau pentru purificarea celulelor

care exprimé acesti receptori.

3. Celule purtitoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
1 caracterizate prin aceea ca ectodomeniul contine o regiune flexibild de
tip ,,balama” care s& permita un grad ridicat de libertate modulului de legare,
aceasta regiune balama fiind derivata din diferite molecule (in special CD8a,

CD28, IgG)

4, Celule purtdtoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
1 caracterizate prin aceea ca se constituie o platforma comund pentru
legarea, prin intermediul receptorului himeric de imunoglubuline de mare
afinitate, de molecule cu potential terapeutic de tip anticorpi monoclonali de
tip IgG1 sau IgG3 sau molecule hibrid care contin domeniul Fc a acestor

tipuri de molecule, marind astfel spectrul tintelor posibile.

5. Celule purtdtoare de receptori himerici de antigen universali care fintesc

antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
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1 caracterizate prin aceea ci domeniul intracelular contine unul sau mai
multe module care pot semnaliza efectul citotoxic care sunt derivate in
special din domeniile intracitoplasmice ale moleculelor tip adaptor CD3(,
FcRy, DAP10, DAP12, care contin module de semnalizare i transduc
semnalul citotoxic in limfocite T, NK, NKT sau alte celule citotoxice, astfel
incat efectul citotoxic se realizeazi direct, fard intermediul moleculelor de
tip senzor cu care moleculele adaptor interactioneaza in mod normal pentru
exercitarea efectului citotoxic (in special RCT -receptor de celule T,
CDI16A, RCN -receptori de citotoxicitate naturald, NKp30, 44, 46, receptori
NK de grup 2 -NKG2C, D).

6. Celule purtatoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicérii
1 caracterizate prin aceea cid domeniul intracelular contine module
aditionale care sd asigure amplificarea semnalului citotoxic, precum si
proliferarea si/sau supravietuirea celulelor care exprima acesti receptori (in

special CD28, CD137, CD244, CD2, SLAMF6, CD226, I12Ry).

7. Celule purtdtoare de receptori himerici de antigen universali care fintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
5 caracterizate prin aceea ci modulele costimulatoare pot fi situate si
in trans, pe alti receptori himerici de antigen care recunosc un alt antigen
prezent fie pe aceeasi celula, fie pe o celuld diferitd si, ca urmare,
proliferarea si supravietuirea celulelor citotoxice si se declanseze numai

dupad legarea simultand a celor doud antigene.

8. Celule purtédtoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc

antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
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1 caracterizate prin aceea ci permite tintirea cu afinitate variabild de
diverse antigene specifice care se exprima pe suprafata unor celule anormale
prin schimarea moleculei care se leagd de receptorul himeric de

imunoglubuline de mare afinitate

9. Celule purtdtoare de receptori himerici de antigen universali care {intesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicérii
1 caracterizate prin aceea ca se permite tfintirea specificd a unei celule
care exprimd mai mult de un antigen sau de celule diferite aflate in

proximitate care exprima cate cel putin un antigen

10. Celule purtédtoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
1 caracterizate prin aceea ci se permite proliferarea celulelor dupa tintirea
specifica a doud antigene diferite in ipostaza cdnd modulele coactivatoare se

gdsesc in trans (pe molecule himerice diferite)

11. Celule purtitoare de receptori himerici de antigen universali care tintesc
antigene multiple si diverse pentru tratamentul adoptiv conform revendicarii
1 caracterizate prin aceea ci se permite folosirea de diferite celule imune
(limfocite NK, NKT, T, monocite, macrofage, celule dendritice, euzinofile,

bazofile) pentru tratament adoptiv.
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