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Inventia se refera la o metoda de obtinere a unor celule
selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT
CAR) pentru tratamentul tumorilor solide, care fintesc
antigenul asociat tumorilor (TAA) si antigenul localizat
pe celulele din mediul peri-tumo-ral (TmAA). Metoda,
conform inventiei, consta in etapele de: selectarea unui
antigen tumoral (TAA = Her 2) si a unui antigen din
mediul peri-tumoral (TmAA = FAP), proiectarea unui
receptor himeric de antigen complet (CAR) pentru anti-
genul tumoral, respectiv, a unui antigen himeric de
antigen incomplet pentru antigenul din mediul
peri-tumoral (CCR), generarea unui vector lentiviral

pentru CAR si, respectiv, pentru CCR, intr-o linie pro-
ducatoare 293T, realizarea transductiei unor limfocite T
cu vectorii lentivirali pentru CAR, respectiv, CCR, de tip
CAR anti-Her 2, respectiv, CCR anti FAP, pentru a
exprima SMaRT CAR, verificarea expresiei SMaRT
CAR la nivelul limfocitelor T si validarea functionala a
celulelor selective bispecifice CAR-T prin metode in
vitro si in vivo.
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Cerere de brevet de inveniie

CELULE SELECTIVE BISPECIFICE CAR-T PENTRU TRATAMENTUL
TUMORILOR SOLIDE SI METODA DE OBTINERE

Inventia se incadreazd in domeniul medicinei in general i a mijloacelor de

tratament a tumorilor solide 1n special.

IRV

imunoterapeutice celulare anti-tumorale si se referd la obtinerea unor limfocite T cu
receptor de antigen chimeric bispecific selectiv (limfocite T cu SMaRT CAR),
tintind atat antigene de pe celulele tumorale (TAA), cét si antigene de pe celulele din
mediul peri-tumoral (TmAA). Acest SMaRT CAR este constituit dintr-un receptor
chimeric de antigen complet (CAR) si un receptor chimeric de antigen incomplet,
care are rolul de co-receptor (CCR), care permite limfocitelor T astfel obfinute
activarea specificd doar dupé legarea ambelor antigene finta.

in imunoterapia anti-tumorali a fost obtinut un succes clinic fira precedent
prin utilizarea unor metode concepute pentru valorificarea capacitétii de distrugere
tumorald a limfocitelor T [1,2]. Astfel, pentru a mobiliza limfocitele T citotoxice, in
prezent sunt utilizate doud strategii: i. constructe de anticorpi bispecifici (BsAb),
care permit redirectionarea eficientd a activitdtii citotoxice policlonale a limfocitelor
T, prin legarea de CD3 si de un antigen asociat tumoral (TAA); ii. limfocite T
modificate genetic astfel incdt sd exprime pe suprafatd un receptor chimeric de
antigen (CAR), specific pentru antigenele tumorale. Ambele metode induc
redirectionarea rdspunsului imun localizat la nivel tumoral §i ocolirea activérii
limfocitare mediatd de Fc sau restrictionata de sistemul major de histocompatibilitate
(MHC) [3.,4].

Incepand cu a doua generatie de BsAb, o atentie speciala a fost atrasi de

formatul BiTE, o moleculd tandem a fragmentului variabil monocatenar (scFv) cu
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specificitate pentru CD3 si un antigen tumoral. Moleculele de tip BiTE au fost
dezvoltate pentru a tinti diverse tumori de tip hemopatii maligne (CD19, CD33) sau
tumori solide (EGFR, HER2, CEA, EpCAM) [5]. Tn ultimii ani, doi dintre anticorpii
bispecifici, care redirectioneazi limfocitele T, au primit aprobarea pentru utilizare
clinicd: catumaxomab [6], pentru tratamentul ascitei maligne si blinatumomab [7],
pentru leucemia acutd limfoblasticd, in timp ce multe alte molecule de acest tip se
afld in faze avansate ale studiilor clinice [8,9].

In anul 2016, Vallera DA §i colab. [10] au dezvoltat un nou construct,
trispecific (TriKEs), pentru inducerea citotoxicitifii celulare dependente de anticorpi
(ADCQC) la nivelul celulelor natural ucigase (NK).

in domeniul limfocitelor T cu receptor chimeric de antigen (CAR-T),
dezvoltarea acestor tehnologii pand in prezent a dus la generarea celei de-a treia
generatii de astfel de constructe [11], care s-a dovedit a fi foarte eficientd in terapia
tumorilor cu limfocite B, fiind o terapie promititoare si pentru alte hemopatii
maligne [2]. CAR bispecifice, care induc activarea limfocitelor T, au fost raportate
ca fiind eficiente fie in combinatia cu doi markeri pan-limfocite B (CD19 si CD20)
[12], fie in combinatia CD19 si HER2 [13].

Mai multe aspecte trebuie luate in considerare pentru fiecare dintre
aborddrile imunoterapeutice mentionate. Anticorpii bispecifici (BsAb) sunt proteine
mici, non-glicozilate (MW = 50-70 kDa), cu o structurd cu un singur lan{; nu detin
domeniul de tip Fc (domeniul constant/cristalizabil; constant fragment = Fc¢), astfel
incdt nu este indusd reciclarea mediatd de FcRn, iar timpul de injumitatire
plasmatica este In jur de 5-6 ore [14], ceea ce ar putea fi o problema serioasa pentru
utilizarea clinicd a acestora. Cu toate acestea, experimentele preclinice au arétat
atragerea eficientd a limfocitelor T la site-urile tumorale, fard dovezi de atingere a
saturatiei la nivelul tintei tumorale, relevind totodatd cd fiecare limfocit T poate

elimina mai multe celule tumorale (limfocite B, in cazul utilizérii blinatumomab)
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[15]. Desi este extrem de eficientd in limfoame/leucemii, terapia cu limfocite T cu
CAR poate duce la fenomene de auto-agresiune si auto-distrugere a tesuturilor
sdndtoase proprii, datoritd interactiunii dintre CAR §i antigenul cognat de pe
suprafata celulelor proprii. In cazul terapiei cu limfocite T cu CAR pentru hemopatii
maligne cu limfocite B, CAR este specific pentru recunoasterea unui antigen care se
géseste doar pe suprafata limfocitelor B, CD19, iar limfocitele T cu CAR anti-CD19
vor induce citotoxicitate doar la nivelul acestor celule, depletia organismului de
limfocite B, a cdror functie va fi clinic restauratd prin diverse strategii terapeutice
(de exemplu administrarea de imunoglobuline umane). in cazul tumorilor solide,
acestea nu prezintd un antigen unic tumoral pe suprafatd, care s poatd fi tintit
specific prin constructe de tip limfocite T cu CAR. In aceste situatii, limfocitele T
cu CAR vor initia fenomene de citotoxicitate si la nivelul celulelor sanatoase, care
prezintd pe suprafatd antigenul, de aceastd datd specific tisular (de exemplu, ErbB2
sau Her2/neu este prezent pe toate celulele epiteliale din organismul uman, inclusiv
pe celulele tumorale epiteliale in cazul adenocarcinoamelor), ducdnd la distructie
tisulard masivé, fard posibilitatea restaurdrii functionale prin mijloace terapeutice
existente [16]. In aceste situatii, utilizarea limfocitelor T cu CAR este restrictiva,
datorita activarii limfocitelor T modificate pe modelul ,,on-target off-organ” (la {inta,
in afara organului tintd). Mai mult, sindromul de furtuni citokinici rezultat nu este
specific fintei celulare, ci este datorat unei eliberdri de la nivelul limfocitelor T cu
CAR a citokinelor pro-inflamatorii cu niveluri toxice, mult mai crescute comparativ
cu producerea de citokine de la nivelul limfocitelor T activate fiziologic, ceea ce
poate duce la insuficientd multipla de organ si exitus [17-19].

Una dintre metodele prin care se poate Imbunététi activitatea tintitd (on-
target) a limfocitelor T este modificarea genetica prin care pot recunoagste antigene
combinate. Roybal KT si colab. [20] a descris limfocite T modificate cu receptori

duali de tip poartdi AND-gate astfel incat si recunoascd si sd se activeze doar in
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prezenta ambelor antigene recunoscute de pe suprafata celulei tumorale. Kloss CC
si colab. [21] descrie de asemenea un sistem de recunoagtere antigenicd de tip
combinatorial, bazat pe recunoasterea unui antigen exprimat suboptimal si a unui
antigen specific tumoral prin utilizarea de limfocitele T cu CAR avand in
componentd un receptor chimeric co-stimulator (CCR).

O alta problema 1n imunoterapia tumorilor solide este faptul ci putine terapii
au ca tintd alte componente importante implicate in dezvoltarea tumorald, cum ar fi
cele din stroma tumorald (TME). In timp ce celulele tumorale prezinti o varietate
enormd de modificdri genice, care duc la intensificarea tumorigenezei, modificirile
micromediului tumoral (TME) sunt reduse ca variabilitate genicd si pot fi comune
multiplelor tipuri tumorale, iar terapiile tintite pe TME ar putea fi aplicabile la nivel
general in tumorile solide [22]. Fibroblastele peri-tumorale (TAF), principalele
componente celulare ale stromei tumorale, formeaza un micromediu puternic pro-
tumorigenic i imunosupresor, care mediazd §i rezistenfa terapeuticd a tumorilor
solide. Prin tintirea simultand a TAF sau a altor molecule de pe suprafata celulelor
non-tumorale de la nivelul micromediului tumoral (TmAA = tumor
microenvironment associated antigens) si a celulelor tumorale se va putea augmenta
raspunsul imun anti-tumoral [23].

Este cunoscutd inventia W02019136335 in care se furnizeaza compozitii §i
metode pentru imunoterapie, incluzdnd un CAR modular (mCAR) si un adaptor
molecular de precizie (PMA) pentru directionarea celulelor CAR-T modular cétre
una sau mai multe antigene tumorale [16].

Este cunoscutd inventia US2019/0388472 care se referd la metode si
compozitii pentru imunoterapie, care utilizeazd limfocite T modificate, contindnd
receptorul limfocitelor T (TCR) si / sau molecule HLA modificate, care cuprind si
un receptor chimeric de antigen. in anumite realiziri, compozitiile sunt utilizate

alogenic, ca reactivi universali pentru tratamentul ,,1n afara raftului” (,,off the shelf”)
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a afectiunilor medicale precum cancerul, autoimunitatea si infectia. In realizari
particulare, celulele T receptor-negative si / sau HLA-negative sunt generate cu
nucleaze specifice de tip zinc-fingers.

Este cunoscutd inventia WO02019/195017 care utilizeazd un anticorp
monoclonal anti-uman sau un fragment variabil cu o singurd catend (scFv),
cuprinzand lantul greu, regiunea variabild (VH) avand secventa de aminoacizi SEQ
ID Nr. 6 si regiunea variabild a lantului usor (VL) cu secventa SEQ ID Nr. 7. Aceast3
inventie utilizeazd de asemenea un receptor chimeric de antigen (CAR) pentru
recunoasterea BCMA, cuprinzind de la capétul N-terminal la capatul C-terminal: (i)
un fragment variabil cu o singurd catend (scFv); (ii) un domeniu transmembranar;
(iii) cel putin un domeniu co-stimulator si (iv) un domeniu activator. Anticorpul
monoclonal al acestei inventii prezintd legare selectiva si de afinitate ridicatd pentru
BCMA. Limfocitele T cu CAR anti-BCMA, bazate pe scFv duc la scidderea
semnificativa a proliferdrii si dezvoltérii tumorale in mielom multiplu, pe un model

animal.

Problema tehnicd a inventiei constd realizarea ca produs §i metodd a unor
celule CAR-T bispecifice denumite limfocite T cu SMaRT CAR si realizarea unei
combinatii intre antigenul specific tumoral (TAA) si antigenul pentru micromediul

tumoral (TmAA) ca tinte bispecifice simultane in tumorile solide .

Metoda conform inventiei inlatura dezavantajele cunoscute prin aceea cé se
realizeazi prin parcurgerea urmitoarelor etape:
e Selectarea unui antigen tumoral (TAA) si a unui antigen din micromediul
tumoral

e Proiectarea unui receptor chimeric de antigen complet pentru antigenul
tumoral (CAR)

{7



RO 135040 A0

Proiectarea unui receptor chimeric de antigen incomplet pentru antigenul din
mediul peri-tumoral (CCR)

Generarea unui vector-lentiviral pentru CAR si a unui vector lentiviral pentru
CCR intr-o linie producétoare 293T

Realizarea transductiei unor limfocite T cu vectorii lentivirali pentru CAR si
CCR pentru a exprima SMaRT CAR

Verificarea expresiei SMaRT CAR la nivelul limfocitelor T

Metoda conform inventiei realizatd prin parcurgerea etapelor mai sus

mentionate se defineste de asemenea i prin urmatoarele particularitati:

antigenul tumoral (TAA) selectat este Her2, iar antigenul din micromediul
tumoral este FAP (TmAA).

receptorul chimeric de antigen complet pentru antigenul tumoral (CAR) este
format din urmétoarele componente: secventa 5°, peptidul semnal, scFV
Transtuzumab VL, G4S linker, scFv Trastuzumab VH, Strep tag II, CD8a
hinge, CD28, 4-1 BB, CD3 zeta.

vectorul lentiviral pentru CAR anti-Her2 este generat in linia producétoare
Lenti-X 293T prin metode de co-transfectie cu reactivul lipofectamind, a unui
vector care confine transgena CAR pe baza secventei genice a peptidelor
componente, a plasmidului de impachetare virald psPAX2 si a plasmidului
de anvelopd pMD2.G.

receptorul chimeric de antigen incomplet pentru antigenul din mediul peri-
tumoral (CCR) este format din urmétoarele componente: secventa 5°,
peptidul semnal, scFV Sibrotuzumab VH, G4S linker, scFv Sibrotuzumab
VL, Myc tag, CD8a hinge, CD28, 4-1 BB.

vectorul lentiviral pentru receptorul chimeric de antigen incomplet pentru

antigenul din mediul peri-tumoral (CCR) anti-FAP este generat in linia
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producidtoare Lenti-X 293T prin metode de co-transfectie cu reactivul

lipofectamind, a vectorului care contine transgena CCR pe baza secventei

genice a peptidelor componente, a plasmidului de impachetare virald
psPAX2 si a plasmidului de anvelopd pMD2.G.

- limfocitele T sunt transduse cu CAR anti-Her2 si CCR anti-FAP folosind
metode de spinoculare si polimerul cationic polybrene pentru a induce
expresia transgenelor la nivelul limfocitelor T cu SMaRT CAR.

- expresia SMaRT CAR este evidentiatd la nivelul limfocitelor T pe baza
expresiei simultane a doi markeri fluorescenti (GFP si RFP), corespunzitori
receptorului chimeric de antigen complet pentru antigenul tumoral (CAR) si
receptorului chimeric de antigen incomplet pentru antigenul din mediul peri-
tumoral (CCR).

Celule selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) pentru
tratamentul tumorilor solide, conform inventiei sunt realizate i validate functional
prin metode in vitro $i in vivo, aceste celule fiind specifice pentru antigenele
tumorale (Her2) si pentru antigenele din micromediul tumoral (FAP), inducand
recunoasterea specifica si efect anti-proliferativ tumoral. Aceste celulele sunt astfel
incét testarea functionalititii limfocitelor care exprima contructele SMaRT CAR se
efectueaza in vitro prin metode de tip culturi celulare, ELISA bispecificd (pentru
citokine de activare limfocitard - IFNy, IL-2), citometrie in flux (expresia markerului
CD107a), iar testarea functionalitdtii limfocitelor care exprima contructele SMaRT
CAR se efectueazd in vivo pe modele tumorale biotipérite 3D, care contin celule
tumorale (Her2+), celule din mediul peri-tumoral (FAP+) si limfocite T cu SMaRT
CAR, care sunt implantate la soareci imunosupresati de tipul CD1 Nu/Nu si evaluate

periodic.
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Celule selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) pentru
tratamentul tumorilor solide si metoda de obtinere conform inventiei prezintd
urmétoarele avantaje:

- Fiecare dintre tintele CAR si CCR sunt astfel construite incét s prezinte o
mare specificitate de legare de celulele {inta;

- Permite identificarea corectd a celulelor tumorale si a celulelor peri-tumorale
de cétre limfocitele T in cazul tumorilor solide;

- Limfocitele T cu SMaRT CAR au bispecificitate simultand i sunt activate
doar atunci cdnd ambele antigene tintd sunt legate de CAR-ul specific, ceea
ce permite celulelor din sistemul imun s isi exercite efectul citotoxic doar la
nivel tumoral,

- Acest sistem de tip SMaRT CAR poate fi dezvoltat si aplicat si altor tumori
solide, prin identificarea altor antigene de interes specifice tumorilor si

combinarea acestora cu antigene din micromediul tumoral.

Se dd in continuare un exemplu de realizare a inventiei si modalitétile de

actiune a celulelor T cu SMaRT CAR 1n legiturd cu figurile, care reprezinta:

Figura 1- Exemplu de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T
cu SMaRT CAR) care vizeaza antigenul asociat tumorilor (TAA = Her2) si antigenul
localizat pe celulele din mediul microtumoral (TmAA = FAP). in acest exemplu
receptorul chimeric de antigen complet (CAR) este directionat spre antigenul
tumoral Her2, in timp ce receptorul chimeric costimulator (CCR) este directionat
spre antigenul din micromediul tumoral FAP. In lipsa interactiunii ligand-receptor,

celulele T cu SMaRT CAR nu sunt activate. (Legendi: 1. scFv Trastuzumab VL; 2.
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G4S linker; 3. scFv Trastuzumab VH; 4. CD8a hinge; 5. CD28; 6. 4-1 BB; 7. CD3
zeta; 8. scFv Sibrotuzumab VH; scFV Sibrotuzumab VL).

Figura 2 - Exemplu de proiectare pentru activarea celulelor selective bispecifice
CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) care vizeazd antigenul asociat tumorilor
(TAA = Her2) si antigenul localizat pe celulele din mediul microtumoral (TmAA =
FAP). Activarea este posibild dor atunci cand ambii receptori chimerici de antigen
(CAR si CCR) sunt legati de tinta specificd. Transducerea semnalului si functia
citotoxicd a celulelor T cu SMaRT CAR se realizeazd prin CAR anti-Her2, care
prezintd fragmentul CD3 zeta. (Legenda: 1. scFv Trastuzumab VL; 2. G4S linker; 3.
scFv Trastuzumab VH; 4. CD8a hinge; 5. CD28; 6. 4-1 BB; 7. CD3 zeta; 8. scFv
Sibrotuzumab VH; scFV Sibrotuzumab VL; 10. proteina Her2; 11. proteina FAP).

Figura 3 - Exemplu de proiectare care aratd inactivarea celulelor selective bispecifice
CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) atunci cénd este legatd o singurd tintd.
Legarea CCR de antigenul cognate (FAP), in lipsa legdrii antigenului de CAR (anti-
Her2) nu induce activarea limfocitelor T cu SMaRT CAR. (Legendi: 1. scFv
Trastuzumab VL; 2. G4S linker; 3. scFv Trastuzumab VH; 4. CD8a hinge; 5. CD28,;
6. 4-1 BB; 7. CD3 zeta; 8. scFv Sibrotuzumab VH; scFV Sibrotuzumab VL; 11.
proteina FAP).

Obtinerea de celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT
CAR) se face pentru fiecare dintre constructele CAR specifice. Pentru aceasta am
generat lentivirus prin co-transfectia cu ajutorul reactivului Lipofectamine 3000
(Thermo), in linia producdtoare Lenti-X 293T (Clontech), a unui vector ce contine
transgena CAR impreund cu plasmidul de impachetare virala psPAX2 si plasmidul

de anvelopd pMD2.G. Supernatantul viral a fost colectat la 48 de ore de la
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transfectie, filtrat si utilizat pentru transductia celulelor primare. Transductia a fost
efectuatd prin spinoculare (centrifugare la 1800 xg, 1 hr, 32°C), urmata de incubare
timp de 5 hr in prezentd de virus si a polimerului cationic polybrene (Sigma).
Celulele transduse au fost expandate si sortate cu aparatul FACSAria II (BD) pe baza
expresiei simultane a doi markeri fluorescenti (GFP si RFP), corespunzitori celor
doua constructe CAR. Celulele sortate au fost din nou expandate prin cultivare in
vitro, verificate pentru expresia fiecarui CAR prin marcare cu antigenele biotiniliate
corespunzétoare i streptavidina-APC, si crioconservate pentru utilizare ulterioara.

Receptorul chimeric de antigen complet (CAR) este directionat spre antigenul
tumoral Her2 si prezintd urmétoarele elemente, redate mai jos cu secventele
corespunzitoare: Secventa 5°; Peptidul semnal; scFv Trastuzumab VL (1); G4S
linker (2); scFv Trastuzumab VH (3); Strep tag II; CD8a hinge (4); CD28 (5); 4-1
BB (6); CD3 zeta (7).

Elementele CAR anti-Her2 — secventele (5’ - 3°)

Secventa 5’ (contine secventa de restrictie BamHI, secventa Kozak)
CGGGATCCGCCACC

Peptid semnal (peptid semnal uman FcGR1B)
ATGTGGTTCTTGACAACTCTGCTCCTTTGGGTTCCAGTTGATGGG

scFv Trastuzumab, VL (1)
GACATCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCCAGCGTGGGC
GACAGGGTGACCATCACCTGCAGGGCCAGCCAGGACGTGAACACCGCC
GTGGCCTGGTACCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCTGATC
TACAGCGCCAGCTTCCTGTACAGCGGCGTGCCCAGCAGGTTCAGCGGC

4
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AGCAGGAGCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCC
GAGGACTTCGCCACCTACTACTGCCAGCAGCACTACACCACCCCCCCCA
CCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGAGGACCGTGGCCGCCC
CCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCA
CCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCAGGGAGGCCA
AGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAG
GAGAGCGTGACCGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTGAG
CAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGAGCAGCCCCGTGACCAAGAG
CTTCAACAGGGGCGAGTGC

G4S Linker (2)
GGCGGCGGAGGAAGCGGAGGCGGAGGATCTGGGGGAGGCGGCTCTGG
CGGAGGGGGATCT

scFv Trastuzumab, VH (3)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAGCCCGGCGGC
AGCCTGAGGCTGAGCTGCGCCGCCAGCGGCTTCAACATCAAGGACACC
TACATCCACTGGGTGAGGCAGGCCCCCGGCAAGGGCCTGGAGTGGGTG
GCCAGGATCTACCCCACCAACGGCTACACCAGGTACGCCGACAGCGTG
AAGGGCAGGTTCACCATCAGCGCCGACACCAGCAAGAACACCGCCTAC
CTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGC
AGCAGGTGGGGCGGCGACGGCTTCTACGCCATGGACTACTGGGGCCAG
GGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTG
TTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACCGCCGCC
CTGGGCTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGAGCT
GGAACAGCGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGC

{3
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TGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCA
GCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCC

Strep tag I1 (WSHPQFEK)
TGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAG

CD8a hinge (4)
GCCCTGAGCAACAGCATCATGTACTTCAGCCACTTCGTGCCCGTGTTTC
TGCCCGCCAAGCCTACCACAACCCCTGCCCCTAGACCTCCTACCCCAGC
CCCTACAATCGCCAGCCAGCCTCTGTCTCTGAGGCCCGAGGCTTCTAGA
CCTGCTGCTGGCGGAGCTGTGCATACCAGGGGCCTGGAC

CD28 (5)
AAGCCCTTCTGGGTGCTGGTCGTGGTCGGCGGCGTGCTGGCCTGTTACA
GCCTGCTGGTCACCGTGGCCTTCATCATCTTTTGGGTCCGCAGCAAGAG
AAGCCGGCTGCTGCACTCCGACTACATGAACATGACCCCCAGACGGCC
TGGCCCCACCAGAAAGCACTACCAGCCCTACGCCCCTCCTAGAGATTTC
GCCGCCTACCGGTCC

4-1BB (6)
AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTTATG
AGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTT
CCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTG

CD3z (7)



RO 135040 A0

13

AGAGTGAAGTTCAGCAGGAGCGCAGACGCCCCCGCGTACCAGCAGGGC
CAGAACCAGCTCTATAACGAGCTCAATCTAGGACGAAGAGAGGAGTAC
GATGTTTTGGACAAGAGACGTGGCCGGGACCCTGAGATGGGGGGAAAG
CCGAGAAGGAAGAACCCTCAGGAAGGCCTGTACAATGAACTGCAGAA
AGATAAGATGGCGGAGGCCTACAGTGAGATTGGGATGAAAGGCGAGC
GCCGGAGGGGCAAGGGGCACGATGGCCTTTACCAGGGTCTCAGTACAG
CCACCAAGGACACCTACGACGCCCTTCACATGCAGGCCCTGCCCCCTCG
CTAA

Secventele VL si VH ale trastuzumab (anticorpul 1n8z) au fost obtinute din PDB
si reverstranslatate in secvente de nucleotide cu ajutorul EMBOSS Backtranseq
(EMBL), cu setare pentru utilizarea de codoni in celule umane.

Receptorul chimeric de antigen incomplet, co-stimulator (CCR) este directionat
spre antigenul de pe fibroblastele peri-tumorale, FAP si prezintd urmétoarele
elemente, redate mai jos cu secventele corespunzitoare: Secventa 5’; Peptidul
semnal; scFv Sibrotuzumab VH (8); G4S linker (2); scFv Sibrotuzumab VL (9);
Strep tag II; CD8a hinge (4); CD28 (5); 4-1 BB (6).

Elementele CCR anti-FAP — secventele (5’ - 3°)

Secventa 5’ (contine secventa de restrictie BamHI, secventa Kozak)

CGGGATCCGCCACC

Peptid semnal (peptid semnal uman FcGR1B)
ATGTGGTTCTTGACAACTCTGCTCCTTTGGGTTCCAGTTGATGGG

scFv Sibrotuzumab, VH (8)

&/
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CAGGTACAGCTTGTGCAGTCCGGCGCTGAGGTCAAAAAACCAGGCGCC
AGCGTTAAGGTGTCATGCAAGACTAGCAGGTATACATTCACTGAATAC
ACAATACACTGGGTGCGACAGGCTCCCGGGCAAAGACTGGAGTGGATT
GGGGGCATAAACCCCAACAATGGGATCCCGAATTATAATCAGAAATTT
AAGGGTCGGGTGACAATCACAGTAGACACTAGCGCATCAACCGCCTAC
ATGGAGCTCAGCTCCCTTAGGTCTGAAGACACAGCAGTTTATTACTGCG
CAAGGCGCCGCATCGCCTACGGCTATGACGAAGGTCATGCTATGGACT
ATTGGGGGCAAG GGACACTCGTGACTGTCTCATCA

G4S Linker (2)
GGCGGCGGAGGAAGCGGAGGCGGAGGATCTGGGGGAGGCGGCTCTGG
CGGAGGGGGATCT

scFv Sibrotuzumab, VL (9)
GACATTGTCATGACGCAGAGTCCTGACAGTCTCGCCGTGTCCTTGGGAG
AGCGGGCAACAATCAATTGTAAAAGCAGCCAATCTCTCCTGTACAGCC
GGAACCAGAAGAACTACCTCGCCTGGTACCAGCAGAAACCCGGTCAGC
CGCCCAAGCTCCTGATTTTTTGGGCCAGCACTCGGGAAAGCGGTGTCCC
CGACAGATTTTCCGGATCTGGCTTCGGGACAGATTTTACCCTGACGATC
TCATCACTTCAGGCAGAGGATGTGGCCGTCTACTACTGTCAACAGTATT
TTTCCTACCCCCTCACTTTCGGCCAAGGAACCAAGGTGGAGATTAAA

Myc tag
GAGCAGAAGCTGATCTCCGAAGAGGACCTG

CD8a hinge (4)

K0
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GCCCTGAGCAACAGCATCATGTACTTCAGCCACTTCGTGCCCGTGTTTC
TGCCCGCCAAGCCTACCACAACCCCTGCCCCTAGACCTCCTACCCCAGC
CCCTACAATCGCCAGCCAGCCTCTGTCTCTGAGGCCCGAGGCTTCTAGA
CCTGCTGCTGGCGGAGCTGTGCATACCAGGGGCCTGGAC

CD28 (5)
AAGCCCTTCTGGGTGCTGGTCGTGGTCGGCGGCGTGCTGGCCTGTTACA
GCCTGCTGGTCACCGTGGCCTTCATCATCTTTTGGGTCCGCAGCAAGAG
AAGCCGGCTGCTGCACTCCGACTACATGAACATGACCCCCAGACGGCC
TGGCCCCACCAGAAAGCACTACCAGCCCTACGCCCCTCCTAGAGATTTC
GCCGCCTACCGGTCC

4-1BB (6)
AAACGGGGCAGAAAGAAACTCCTGTATATATTCAAACAACCATTITATG
AGACCAGTACAAACTACTCAAGAGGAAGATGGCTGTAGCTGCCGATTT
CCAGAAGAAGAAGAAGGAGGATGTGAACTG

Secventele scFv ale Sibrotuzumab au fost obfinute din patentul US
2003/0103968 Al.

Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide constd intr-o abordare unica de a
dezvolta noi strategii selective bispecifice pentru tintirea simultand a celulelor
tumorale si a celulelor din micromediul tumoral. Sunt vizate celulele CAR T care
poartd receptori selectivi bispecifici pentru antigenul asociat tumorilor (TAA) si
antigenul FAP (fibroblast activation protein) de pe suprafata celulelor fibroblastice

din micromediul tumoral. Pentru obtinerea unor constructe celulare bispecifice
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selective (celule T cu SMaRT CAR) se va genera recunoasterea §i procesarea
semnalului intr-o manierd care necesitd legarea ambelor antigene pentru activarea
limfocitelor T cu SMaRT CAR.

Validarea functionalititii contructelor bispecifice anti-tumorale in vitro este
efectuatd prin diferite metode de validare a capacitétii lor functionale, cum ar fi
cocultura, citotoxicitatea si testele de migrare transwell. Eliberarea citokinelor si
citometria in flux multiparametricd sunt o masurd cantitativi pentru activarea
limfocitelor T, atdt in conditii in vitro, cat si in vivo. Validarea in vivo a
imunoterapiei bispecifice selective utilizand limfocitele T SMaRT CAR utilizeaza
modele animale murine §i se bazeazd pe tehnici de bioimprimare 3D care pot
reconstitui mediul tumoral multicelular. Tumorile biotiparite 3D sunt implantate
subcutan la goareci nuzi, iar dezvoltarea tumorald este monitorizati la intervale de
timp regulate (séiptimdnal, pand la 8 sdptdmaéni). Prezenta inventie propune
generarea de celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR),
cu dubli specificitate simultand, atat pentru celulele tumorale, cét si pentru celulele
din micromediul tumoral de tip fibroblastic (fibroblaste peri-tumorale), urmati de
caracterizarea extensivd a constructelor bispecifice, a efectelor si functionalitatii
acestora asupra dezvoltarii tumorale, pentru setéri in vitro $i in vivo.

Metoda cuprinde proiectarea si generarea unui receptor chimeric de antigen
(CAR) pentru un antigen tumoral (TAA) — Her2, si a unui receptor chimeric de
antigen incomplet, care are rolul de co-receptor chimeric de antigen (CCR). Pentru
CCR, din structura unui CAR complet lipseste fragmentul CD3 zeta (CD3(), astfel
incdt modul de activare al limfocitelor T este disociat fizic de semnalul stimulator
(CD28). Pentru fiecare dintre constructele CAR specifice, se genereazd lentivirus
prin co-transfectia cu ajutorul reactivului Lipofectamine 3000 (ThermoFisher
Scientific), in linia producétoare Lenti-X 293T (Clontech), a unui vector ce contine

transgena CAR Impreuna cu plasmidul de impachetare virala psPAX2 si plasmidul
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de anvelopa pMD2.G. Supernatantul viral este colectat 1a 48 de ore de la transfectie,
filtrat si utilizat pentru transductia celulelor primare. Transductia se efectueaza prin
spinoculare (centrifugare la 1800 x g, 1 hr, 32°C), urmata de incubare timp de 5 hr
in prezentd de virus si a polimerului cationic polybrene (Sigma). Celulele transduse
sunt expandate si sortate cu aparatul FACSAria II (BD) pe baza expresiei simultane
a doi markeri fluorescenti (GFP si RFP), corespunzitori celor doua constructe CAR
si CCR. Celulele sortate sunt expandate din nou prin cultivare in vitro, verificate
pentru expresia fiecdrui receptor chimeric de antigen (complet si incomplet) prin
marcare cu antigenele biotiniliate corespunzitoare si streptavidina-APC, si
crioconservate pentru utilizare ulterioard. Expresia SMaRT CAR pe suprafata
limfocitelor T este determinata alternativ si cu proteina L, prin citometrie in flux, asa
cum a fost descris anterior de Zheng Z §i colab. [24].

Capacitatea receptorilor chimerici de tip scFv de a lega ambele antigene tinta
(TAA =Her2 si TmAA =FAP) In acelasi timp va fi determinate prin metoda ELISA
bispecifica. Legarea specificd a celulelor de tip T SMaRT CAR la unul sau ambele
antigene este evaluatd prin citometrie in flux, folosind proteine de fuziune Fc din
antigenele FAP si Her2 tintd si un anticorp conjugat cu un fluorocrom, cu detectie
secundard cu un anticorp de tip Fc uman. Prin aceastd metoda de citometrie in flux
este comparat procentul de limfocite T cu SMaRT CAR de a angaja ambele tinte
antigenice 1n acelasi timp. De asemenea, se realizeazd o analizd statisticd
multivariabild a legérii limfocitelor T in raport cu diverse distributii spatiale ale
tintelor antigenice.

Monitorizarea distributiei §i activitatii spatiale pe sistem in vitro este
evaluatd in sisteme de culturd celulard. Testul necesitd utilizarea liniilor celulare
tumorale sau celule tumorale primare (Her2 pozitive) si fibroblaste peri-tumorale
(FAP pozitive). In sistemele de cultura sunt adaugate citokine si factori de crestere

specifici. Pentru testele in vitro, celulele selective bispecifice CAR-T (limfocite T
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cu SMaRT CAR) sunt cultivate in raport de 2:1 cu celulele tumorale (Her2+ sau
Her2-) si cu fibroblatele peri-tumorale (FAP+) sau fibroblaste normale (FAP-).
Supernatantul de culturd este recoltat la 48 de ore de la cultivarea celulelor si este
analizat din punct de vedere al secretiei de citokine specifice activarii limfocitelor T
(IFNy, IL-2), prin metoda ELISA, pentru a valida functionalitatea limfocitelor T cu
SMaRT CAR. Secretia de citokine este crescutd in supernatantul de culturd al
limfocitelor T activate. In modelele in vitro de cultivare celulard care utilizeazi
limfocite T cu SMaRT CAR si doar celule tumorale (Her2+/Her2-) sau doar celule
de tip fibroblastic (FAP+/FAP-), activarea limfocitelor T nu se realizeazi, iar
secretia de citokine nu este crescuta.

Functionalitatea celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) este evaluati prin citometrie in flux i este reprezentata de capacitatea
de lizd a celulelor tumorale (Her2+) si fibroblastelor peri-tumorale (FAP+). Se
foloseste 0 metoda descrisa anterior [25]. Anticorpul CD107a este addugat direct in
tuburile celulelor T stimulate cu celulele tinta (raportul limfocite T cu SMaRT CAR
/ celule tumorale / fibroblaste peri-tumorale =1/ 1/ 1). Celulele sunt spélate timp
de 5 ore in prezenta brefeldinei A i a monesinei (Golgi-stop), sunt colorate pentru
markerii de suprafatd ai limfocitelor T (CD4-PE si CDS-PE-Cy7) si fixate cu
paraformaldehida (4%), resuspendate in 0,5% saponind (Sigma-Aldrich) si colorate
pentru evidentierea IFNy intracelular, inainte de efectuarea analizei prin citometrie
in flux. Moartea celulard indusd de activare (AICD = activation-induced cellular
death) este evaluatd prin colorarea cu Anexind in cadrul unui set separat.

Validarea in vivo a constructelor de tip SMaRT CAR este realizatd pe model
de soarece nud, de tip CD1 Nu/Nu, unde este evidentiatd inhibarea cresterii si
dezvoltarii tumorale. Tumorile bioprintate 3D cu diametrul de 5 mm, continand
limfocite T cu SMaRT CAR, celule tumorale (Her2+) si celule peri-tumorale

(FAP+) sunt implantate chirurgical subcutanat, la nivelul flancurilor, pe partea
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dorsald a modelului animal. Evolutia tumorald este evaluati sdptdmanal, prin excizia
chirurgicald a tumorilor si evaluarea componentelor celulare prin analize
imunohistochimice. Sunt evaluati markerii caracteristici fiecérui tip celular in parte:
CD4 51 CD8 (limfocite T), Her2 (celule tumorale) si FAP (fibroblaste peri-tumorale).
Este evaluatd comparativ rata de proliferare tumorald prin expresia Ki67, pentru

tumorile cu SMaRT CAR si tumorile control (firda SMaRT CAR).
Index de termeni

4-1 BB CD137 (membru al familiei factorului de necroza tumorald)
citotoxicitate celulard dependentd de anticorpi (antibody dependent

ADCC  cellular cytotoxicity)

BCMA antigenul de maturare al limfocitului B (B-cell maturation antigen)

BiTE potentatori bispecifici ai limfocitelor T (bispecific T cells enhancer)

BsAb anticorpi bispecifici (bispecific antibodies)

CAR receptor chimeric de antigen (chimeric antigen receptor)

CCR receptor chimeric costimulator (chimeric costimulatory receptor)

CD107a clusterul de diferentiere 107a (cluster of differentiation)

CD19  clusterul de diferentiere 19 (cluster of differentiation)

CD20  clusterul de diferentiere 20 (cluster of differentiation)

CD28  clusterul de diferentiere 28 (cluster of differentiation)

CD3 clusterul de diferentiere 3 (cluster of differentiation)

CD33  clusterul de diferentiere 33 (cluster of differentiation)

CD4 clusterul de diferentiere 4 (cluster of differentiation)

CD8 clusterul de diferentiere 8 (cluster of differentiation)

CEA antigenul carcinoembrionar (carcinoembryonic antigen)



RO 135040 A0

20

receptorul factorului de crestere epidermal (epidermal growth factor
EGFR  receptor)
molecula de adeziune a celulelor epiteliale (epithelial cell adhesion
EpCAM molecule)
FAP proteina de activare fibroblastic (fibroblast activation protein)
fragment constant al moleculei imunoglobulinice (constant
Fc fragment)
FcRn receptorul neonatal pentru Fc al IgG (neonatal Fc receptor for IgG)
GFP proteina verde fluorescenta (green fluorescent protein)
receptorul factorului de crestere epidermal uman 2 (human epidermal
Her2 growth factor receptor 2)
HLA antigenele leucocitare umane (human leukocytes antigen)
IFNy celule natural ucigase (natural killer)
IL-2 interleukina 2 (interleukin 2)
Ki67 proteina nucleard Ki67 (nuclear Ki67 protein)
sistemul major de histocompatibilitate (major histocompatibility
MHC complex)

PE ficoeritrina (phycoerythrin)

PMA adaptor molecular de precizie (precision molecular adaptor)

RFP proteina rosie fluorescent (red fluorescent protein)

scFv fragmentului variabil monocatenar (single chain variable fragment)
TAA antigen tumoral (tumor associated antigen)

TAF fibroblate peri-tumorale (tumos-associated fibroblasts)
TCR receptorul limfocitului T (T cell receptor)
antigen din micromediul tumoral (tumor microenvironment-

TmAA  associated antigen)
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TME stroma tumorald (tumor microenvironment)

potentatori trispecifici ai celulor citotoxice (trispecific killer cell
TriKEs engagers)
VH regiunea variabild a lantului greu (variable heavy)

VL regiunea variabild a lanfunlui usor (variable light)
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REVENDICARI

1. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide, care vizeaza atat antigene
tumorale, cét si antigene din mediul microtumoral, caracterizatd prin aceea
cil se realizeazd prin parcurgerea urmitoarelor etape:

e Selectarea unui antigen tumoral (TAA) si a unui antigen din micromediul
tumoral

e Proiectarea unui receptor chimeric de antigen complet pentru antigenul
tumoral (CAR)

e Proiectarea unui receptor chimeric de antigen incomplet pentru antigenul din
mediul peri-tumoral (CCR)

e Generarea unui vector-lentiviral pentru CAR si a unui vector lentiviral pentru
CCR intr-o linie producétoare 293T

o Realizarea transductiei unor limfociteler T cu vectorii lentivirali pentru CAR
si CCR pentru a exprima SMaRT CAR

e Verificarea expresiei SMaRT CAR 1la nivelul limfocitelor T

2. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicérii 1
caracterizati prin aceea cd antigenul tumoral (TAA) selectat este Her2, iar
antigenul din micromediul tumoral este FAP (TmAA).

3. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicérii 1
caracterizati prin aceea ca receptorul chimeric de antigen complet pentru

antigenul tumoral (CAR) este format din urmétoarele componente: secventa



RO 135040 A0

25

5’, peptidul semnal, scFV Transtuzumab VL, G4S linker, scFv Trastuzumab
VH, Strep tag II, CD8a hinge, CD28, 4-1 BB, CD3 zeta.

. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicarii 3
caracterizati prin aceea cd vectorul lentiviral pentru CAR anti-Her2 este
generat in linia producétoare Lenti-X 293T prin metode de co-transfectie cu
reactivul lipofectamind, a unui vector care contine transgena CAR pe baza
secventei genice a peptidelor componente, a plasmidului de impachetare
virald psPAX2 si a plasmidului de anvelopd pMD2.G.

. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicarii 1
caracterizati prin aceea ca receptorul chimeric de antigen incomplet pentru
antigenul din mediul peri-tumoral (CCR) este format din urmétoarele
componente: secvenfa 5°, peptidul semnal, scFV Sibrotuzumab VH, G4S
linker, scFv Sibrotuzumab VL, Myc tag, CD8a hinge, CD28, 4-1 BB.

. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicérii 5
caracterizatii prin aceea cé vectorul lentiviral pentru receptorul chimeric de
antigen incomplet pentru antigenul din mediul peri-tumoral (CCR) anti-FAP
este generat in linia producétoare Lenti-X 293T prin metode de co-transfectie
cu reactivul lipofectaming, a vectorului care contine transgena CCR pe baza
secventei genice a peptidelor componente, a plasmidului de impachetare
virald psPAX2 si a plasmidului de anvelopid pMD2.G.

. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicarii 1
caracterizatia prin aceea ci limfocitele T sunt transduse cu CAR anti-Her2

si CCR anti-FAP folosind metode de spinoculare si polimerul cationic
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polybrene pentru a induce expresia transgenelor la nivelul limfocitelor T cu
SMaRT CAR.
8. Metoda de obtinere a celulelor selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu
- SMaRT CAR) pentru tratamentul tumorilor solide conform revendicérii 1
caracterizati prin aceea ci expresia SMaRT CAR este evidentiati la nivelul
limfocitelor T pe baza expresiei simultane a doi markeri fluorescenti (GFP si
RFP), corespunzitori receptorului chimeric de antigen complet pentru
antigenul tumoral (CAR) si receptorului chimeric de antigen incomplet pentru
antigenul din mediul peri-tumoral (CCR).

9. Celule selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) pentru
tratamentul tumorilor solide, caracterizate prin aceea ca sunt realizate §i
validate functional prin metode in vitro si in vivo, aceste celule fiind specifice
pentru antigenele tumorale (Her2) si pentru antigenele din micromediul
tumoral (FAP), inducand recunoasterea specificd si efect anti-proliferativ
tumoral.

10.Celulele selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) pentru
tratamentul tumorilor solide, validate functional prin metode in vitro si in vivo
conform revendicdrii 9 caracterizate prin aceea ci testarea functionalitafii
limfocitelor care exprima contructele SMaRT CAR se efectueaza in vitro prin
metode de tip culturi celulare, ELISA bispecifici (pentru citokine de activare
limfocitara - IFNy, IL-2), citometrie in flux (expresia markerului CD107a).

11.Celulele selective bispecifice CAR-T (limfocite T cu SMaRT CAR) pentru
tratamentul tumorilor solide, validate functional prin metode in vitro si in vivo
conform revendicdrii 9 caracterizate prin aceea ci testarea functionalitatii
limfocitelor care exprimd contructele SMaRT CAR se efectueazd in vivo pe

modele tumorale biotiparite 3D, care contin celule tumorale (Her2+), celule
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din mediul peri-tumoral (FAP+) si limfocite T cu SMaRT CAR, care sunt

implantate la soareci imunosupresati de tipul CD1 Nu/Nu si evaluate periodic.
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