120

OZET
KANSER TEDAVISI iCIN KIMERIK ANTIJEN RESEPTORU-MODIFIYE EDILMIS T
HUCRELERININ KULLANILMASI

Mevcut bulug, bir insanda kanseri tedavi etmek igin bilesimler ve yéntemler sagdlar.
Bulus, bir CAR eksprese etmek igin bir genetik olarak modifiye edilmis T hicresini
uygulama ile ilgilidir, burada CAR, bir antijen baglama alani, bir transmembran alani,

bir ko-stimuilator sinyalleme alani ve bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir.



10

15

20

25

30

35

117

iISTEMLER

. Bir insanda kanseri tedavi etmek igin bir yontemde kullanilmasi igin, bir CAR

eksprese etmesi icin genetik olarak modifiye edilmis bir T hiicresi olup, burada
CAR, (a) bir anti-CD19 scFv olan bir antijen baglama alani, {b) bir es-stimulator
4-1BB sinyalleme bélgesi ve (c¢) bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir, burada
anti-CD19 scFv, SEQ ID NO:20'nin amino asit dizisini igerir ve/veya CD3 zeta
sinyalleme alani, SEQ ID NO:24'in amino asit dizisini icerir ve insan en az bir

kemoterapdtik ajana direnglidir.

. Istem 1e gore kullaniimasi icin T hdcresi olup, burada kanser, bir solid-olmayan

timar, drnedin, bir hematolojik timari icerir.

. Istem 2'ye gére kullanilmasi icin T hiicresi olup, burada kanser |&semidir veya

lenfomadir.

. Istem 3'e gére kullaniimasi icin T hiicresi olup, burada 16semi agsagidakilerden

biridir;

(i) bir akut 1osemi veya kronik [6semi; veya

(i) akut lenfositik [5semi.

. Istem 1°e gére kullaniimasi i¢in T hicresi olup, burada kanser asagidakilerden

biridir:
(i) pre-B akut lenfositik l6semi (pediatrik endikasyon), erigkin-tip akut
lenfositik 16semi, mantle hicreli lenfoma veya difiiz buyik B-hicreli
lenfoma;
(ii) Hodgkin-digi lenfoma;
(iii) multipl miyelom; veya

(iv) Hodgkin hastaligi.

. Istem 1’e gére kullanilmas: igin T hiicresi olup, burada kanser kronik lenfositik

[Bsemidir.

. Kanseri tedavi etmek i¢in s6z konusu T hicresini kanser tanisi almig bir insana

uygulamayi igeren bir ydntemde kullanilmasi amaciyla, bir CAR eksprese

etmesi icin genetik olarak muhendislik uygulanmig bir T hdcresi olup, burada
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CAR (a) bir anti-CD19 scFv olan bir antijen badlama alani, (b) bir eg-stimtlatér

4-1BB sinyalleme bélgesi ve (¢} bir CD3 zeta sinyalleme alani icerir, burada

yontem insanda uygulamadan sonra en az sekiz ay, dokuz ay, on ay, on bir ay,
on iki ay, iki yil veya (¢ yil boyunca kalmaya devam eden genetik olarak
muhendislik uygulanmis T hicrelerinin bir popllasyonunu Uretir ve burada

insan en az bir kemoterapotik ajana direnglidir.

istem 7'ye gére kullaniimasi icin T hiicresi olup, burada genetik olarak
mihendislik uygulanmig T hicrelerinin kalmaya devam eden popilasyonu,
insana uygulanmig bir T hlcresinden, insana uygulanmig bir T hlicresinin bir
projenisinden ve bunlarin bir kombinasyonundan olusan gruptan secilen en az

bir hiicre igerir.

istem 7'ye gbre kullanimasi i¢in T hicresi olup, burada genetik olarak
mihendislik uygulanmis T hicrelerinin kalmaya devam eden popilasyonu, bir

hafiza T hdcresi igerir.

Kanseri tedavi etmek icin s6z konusu T hlcresini kanser tanisi almis bir insana
uygulamayi igeren bir ydntemde kullanilmasi amaciyla, bir CAR eksprese
etmesi icin genetik olarak miihendislik uygulanmis bir T hiicresi olup, burada
CAR (a) bir anti-CD19 scFv olan bir antijen baglama alani, (b) bir es-stimulator

4-1BB sinyalleme bdlgesi ve (c) bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir, burada

sinyalleme alanm, SEQ ID NO:24°0n amino asit dizisini icerir, s6z konusu yontem
ingada genetik olarak muhendislik uygulanmig t hicrelerinin hir populasyonunu

genisgletir ve burada insan en az bir kemoterapétik ajana direnglidir.

istem 10’a gére kullaniimasi igin T hiicresi olup, burada uygulanan genetik
olarak muhendislik uygulannis T hicresi, bir hafiza T hlcresi igceren insanda

projeni T hiicrelerini tiretir.

istem 10'a gdre kullanimasi icin T hiicresi olup, burada uygulanan genetik
olarak mihendislik uygulanmis T hiicresi, insanda uygulamadan sonra en az (g

ay, dort ay, bes ay, alti ay, yedi ay, sekiz ay, dokuz ay, on ay, on bir ay, on iki
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ay, iki yil veya 0¢ yil boyunca kalmaya devam eden projeni T hicrelerinin

populasyonunu Gretir.

istemler 7-12'den herhangi birine gére kullaniimasi igin T hiicresi olup, burada
kanser 2 ila 5 arasindaki istemlerin herhangi birinde tanimlandidi sekildedir

veya burada kanser kronik lenfositik [6semidir.

istemler 6, 7 veya 10’dan herhangi birine gére kullaniimasi igin T hiicresi olup,
burada insan refrakter CD19+ I6semi ve lenfoma olan kronik lenfositik 16semiye

sahiptir.

istemler 1-14’ten herhangi birine gére kullanilmasi igin T hicresi olup, burada T

hiicresi bir otolog veya allojeneik hicredir.

istemler 1-15'ten herhangi birine gére kullaniimasi igin T hiicresi olup, burada
s6z konusu hicre, drnedin, CD20 ile reaksiyona giren ajanlar, érn., Rituksan, ile

B-hicreli ablatif terapiyi takiben uygulanir.

istemler 1-16'dan herhangi birine gére kullaniimasi igin T hiicresi olup, burada
$0z konusu hiicre bir farmasétik bilegim iginde 10% ila 10° hiicre/kg viicut agirhigdi

veya 10° ila 108 hicre/kg vicut agirhd olan bir dozajda uygulanir.

istemler 1 ila 17'den herhangi birine gére kullaniimasi igin T hiicresi olup,

burada:

(i) ko-stimulatér 4-1BB sinyalleme bolgesi, SEQ ID NO: 23'lGn amino asit
dizisini icerir;

(i) CAR, SEQ ID NO: 12'de izah edilen amino asit dizisini igerir:

(iii) anti-CD19 scFv, SEQ ID NO: 14 ile sifrelenir;

(iv) 4-1BB sinyalleme bdlgesi, SEQ ID NO: 17 ile sifrelenir ve CD3 zeta
sinyalleme alani, SEQ ID NO: 18 ile sifrelenir;

(v} anti-CD19 scFv, SEQ ID NO: 14 ile sifrelenir, 4-1BB sinyalleme
bélgesi, SEQ ID NO: 17 ile sifrelenir ve CD3 zeta sinyalleme alani, SEQ
ID NO: 18 ile sifrelenir; veya

(vi) CAR, SEQ ID NO: 8'de izah edilen nukleik asit dizisi ile sifrelenir.
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KANSER TEDAVISI iCIN KIMERIK ANTIJEN RESEPTORU-MODIFIYE EDILMIS T
HUCRELERININ KULLANILMASI

BULUSUN ALT YAPISI

Kronik lenfositik 16semiyi (CLL) iceren, B-hiicreli malignitelere sahip olan hastalarin
blylk codunludu, hastaliklarindan dolayi dlecektir. Bu hastalan tedavi etmek igin bir
yaklasim, kimerik antijen reseptorlerinin {(CAR’larin) ekspresyonu vyoluyla, timor
hicreleri Gzerinde eksprese edilen hedef antijenler icin T hdcrelerini genetik olarak
modifiye etmektir. CAR’lar, bir insanda I6kosit antijeninden-bagimsiz bir sekilde hicre
ylzeyi antijenlerini tanimasi i¢in tasarlanmig antijen reseptdrieridir. Bu tipteki hastalan
tedavi etmek icin, CAR'lar eksprese eden genetik olarak modifiye edilmis hlcreleri
kullanma girisimleri, cok sinirh basany) karstlanistir. Bakiniz, érnegin, Brentjens et al.,
2010, Molecular Therapy, 18:4, 666-668; Morgan et al.,, 2010, Molecular Therapy,
published online February 23, 2010, pages 1-2 ve Till et al., 2008, Blood, 112:2261-
2271.

Cogu kanserde, timor-spesifik antijenler henlz iyi tanimlanmamistir, ancak B hicreli
malignitelerde, CD19 gekici bir timdr ajanidir. CD19 ekspresyonu normal ve maligne B
hiicreleri ile sinirlandirnimistir (Uckun, et al., Blood, 1988, 71:13-29), boylece CD19,
CAR'lan glvenli bir sekilde test etmek i¢in yaygin bir sekilde kabul edilebilir bir hedeftir.
CAR'lar, bir endojen T-hicresi reseptdriine benzer bir sekilde T-hicresi aktivasyonunu
tetikleyebilirken, ginumuze kadar bu teknolojisinin klinik uygulanmasina biyulk bir
engel, CAR+ T hucrelerinin in vivo genislemesi, inflzyondan sonra hicrelerin ¢abuk
kaybolmasi ve hayal kinkhdma ugratan klinik aktivite ile sinirlandinimigtir (Jena, et al.,
Blood, 2010, 116:1035-1044; Uckun, et al., Blood, 1988, 71:13-29).

20040043401 Numaral US Patenti Bagvurusu Yayini, CD3 zeta-zincirinin intraseliler
alanini, hir ko-stim(latér proteinden, ornegdin, CD28’ten, bir sinyalleme hdlgesini ve bir
badlama elemanini bir tek kimerik tirde birlestiren kimerik T hiicresi reseptdrlerini tarif
eder. Milone et al., 2009, Molecular Therapy, 17:8, 1453-1464, CD137 sinyal iletim

alanlarini iceren kimerik antijen reseptorieri olan T hdcrelerini tarif eder.
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Boylelikle, in vivo genisleyebilen CAR’lar kullanilarak kanserin tedavisi amaciyla
bilesikler ve yontemler igin teknikte acil bir ihtiva¢c vardir. Meveut bulus bu ihtiyaca

deginir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulus, bir kimerik antijen reseptoriint (CAR) sifreleyen bir izole edilmis niikleik
asit dizisi sadlar, burada CAR bir antijen baglama alani, bir transmembran alani, bir ko-
stimulator sinyalleme bolgesi ve bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir, burada CD3 zeta

sinyalleme alani, SEQ ID NO: 24’Gn amino asit dizisini icerir.

Korumanin istendidi bulug yanleri istemlerde tanimlanan gibidir.

Bulusun bir birinci yoniinde, bir CAR eksprese etmesi igin genetik olarak modifiye
edilmis bir T hdcresi saglanir, burada CAR, bir insanda kanserin tedavi edilmesine
yobnelik bir yontemde kullanilmaya yonelik (a) bir anti-CD19 scFv olan bir antijen
baglama alani, (b) bir ko-stimilatdor 4-1BB sinyalleme bdlgesi ve (c) bir CD3 zeta
sinyalleme alani i¢erir, burada anti-CD19 scFv, SEQ ID NO:20'nin amino asit dizisini
igerir ve/veya CD3 zeta sinyalleme alani, SEQ ID NO:24’Un amino asit dizisini icerir ve

insan, en az bir kemoterapdtik ajana direnclidir.

Kanser, bir solid-olmayan timér, drnegin, bir hematolojik timor, igerebilir. Kanser,

I3semi veya lenfoma olabilir. Losemi asagidakilerden biri olabilir:

(i) bir akut Idsemi veya kronik [6semi veya

(i) akut lenfositik 16semi.

Alternatif olarak, kanser asagidakilerden biri olabilir;

(i) pre-B akut lenfositik I0semi (pediatrik endikasyon), erigkin-tip akut lenfositik
IGsemi, mantle hiicreli lenfoma veya difliz blylk B-hiicreli lenfoma;

(iiy Hodgkin-disi1 lenfoma;

(iii) multipl miyelom; veya

(iv) Hodgkin hastahgi.



10

15

20

25

30

Bulusun bu yénindn bir uygulamasinda kanser, kronik lenfositik 16semidir.

Bulugsun bir ikinci yonunde, kanseri tedavi etmek amaciyla, s6z konusu T huicresini
kanser tanisi almig bir insana uygulamayi i¢ceren bir ydontemde kullaniimasi igin, bir
CAR eksprese etmesi igin genetik olarak mihendislik uygulanmig bir T hlcresi
saglanir, burada CAR (a) bir anti-CD19 scFv olan bir antijen bhaglama alani, (b) bir ko-
stimulator 4-1BB sinyalleme bdlgesi ve {c) bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir, burada
anti-CD19 scFv, SEQ ID NO:20’'nin amino asit dizisini igerir ve CD3 zeta sinyalleme
alani, SEQ ID NO:24’Gn amino asit dizisini igerir ve sdz konusu ydntem insanda
uygulamadan sonra en az sekiz ay, dokuz ay, on ay, on bir ay, on iki ay, iki yIl veya U¢
vl boyunca kalmaya devam eden genetik olarak muhendislik uygulanmig T hicrelerinin

bir popllasyonunu dretir ve burada insan en az bir kemoterapdtik ajana direnglidir.

Genetik olarak mihendislik uygulanmis T hicrelerinin kalmaya devam eden
popllasyonu, insana uygulanmis bir T hlicresinden, insana uygulanmis bir T hiicresinin
bir projenisinden ve bunlarin bir kombinasyonundan olusan gruptan segilen en az bir
hiicre igerebilir. Genetik olarak mihendislik uygulanmis T hicrelerinin kalmaya devam

eden popllasyonu bir hafiza T hicresi icerebilir.

Bulusun bir tciOncl yoninde, kanseri tedavi etmek amaciyla, s6z konusu T hlicresini
kanser tanisi almis bir insana uygulamay igeren bir yontemde kullaniimasi igin, bir
CAR eksprese etmesi igin genetik olarak miihendislik uygulanmis bir T hlcresi
saglanir, burada CAR (a) bir anti-CD19 scFv olan bir antijen baglama alani, (b) bir ko-
stimilatér 4-1BB sinyalleme bdlgesi ve {c) bir CD3 zeta sinyalleme alani icerir, burada
anti-CD19 scFv, SEQ ID NO:20°nin amino asit dizisini icerir veya CD3 zeta sinyalleme
alan;, SEQ ID NO:24’Un amino asit dizisini igerir ve s0z konusu ydntem insanda
genetik olarak mihendislik uygulanmis T hicrelerinin bir popllasyonunu genisgletir ve

burada insan en az bir kemoterapétik ajana direnclidir.

insandaki projeni T hiicreleri, bir hafiza T hiicresi igerebilir. Projeni T hiicrelerinin
populasyonu, insanda uygulamadan sonra en az ug ay, dort ay, bes ay, alti ay, yedi ay,
sekiz ay, dokuz ay, on ay, on bir ay, on iki ay, iki yiIl veya ¢ yil boyunca kalmaya

devam eder.
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Bulusun yukarida tanimlandigi dzere kullaniimasi icin bir T hicresi ile ilgili yonlerinde,
kanser birinci yonde tanimlandigi sekilde olabilir veya kanser kronik lenfositik |6semi

olabilir.

Bulusun yukarida tanimlandigi dzere kullaniimasi i¢in bir T hdcresi ile ilgili yonlerinde,

insan, refrakter CD19+ |6semi ve lenfoma olan kronik lenfositik [dsemiye sahip olabilir.

Bulusun herhangi bir yoniinde, T hiicresi, bir otolog veya allojeneik hiicre olabilir.
Hicre, 6rnegin, CDZ20 ile reaksiyona giren ajanlar, 6rn., Rituksan, ile B-hacreli ablatif

terapiyi takiben uygulanabilir.

Bulusun yukarida tanimlandidi {zere kullaniimasi i¢in bir T hdcresi ile ilgili yénlerinde,
hiicre bir farmasotik bilesimde 10* ila 10° hicre/kg vicut agirhg veya 10° ila 10°

hicre/kg vicut agirh olan bir dozajda uygulanabilir,

Bulusun bir uygulamasinda gére, kullaniimasi igin T hicresi yukanda tanimlandigi

sekilde olabilir, burada:

(i) ko-stimilator 4-1BB sinyalleme bélgesi, SEQ ID NO: 23’Un amino asit dizisini
icerir;

(i) CAR, SEQ ID NO: 12'de izah edilen amino asit dizisini igerir:

(i) anti-CD19 scFv, SEQ ID NO: 14 ile sifrelenir;

(iv) 4-1BB sinyalleme bdlgesi, SEQ ID NO: 17 ile sifrelenebilir ve CD3 zeta
sinyalleme alani, SEQ ID NO: 18 ile sifrelenir;

(v) anti-CD19 scFv, SEQ ID NO: 14 ile sifrelenir, 4-1BB sinyalleme bolgesi,
SEQ ID NO: 17 ile sifrelenir veé CD3 zeta sinyalleme alani, SEQ ID NO: 18 ile
sifrelenir; veya

(vi) CAR, SEQ ID NO: 8'de izah edilen niikleik asit dizisi ile sifrelenir.

SEQ ID NO: 12'nin amino asit dizisini igeren bir CAR sifreleyen bir nilkleik asit

dizisi de burada agiklanir.

SEQ ID NO: 8’in amino asit dizisini iceren bir CAR sifreleyen bir nikleik asit dizisi de

burada aciklanir.
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SEQ ID NO: 18'in nukleik asit dizisi ile sifrelenen CAR icindeki bir CD3 zeta sinyalleme

alani da burada aciklanir

Bir antijen baglama alani, bir transmembran alani, bir ko-stimtlatér sinyalleme bélgesi
ve bir CD3 zeta sinyalleme alani iceren bir izole edilmis CAR da burada aciklanir,

burada CD3 zeta sinyalleme alani, SEQ ID NO: 24’(in amino asit dizisini i¢erir.

Bir CAR sifreleyen bir niikleik asit dizisi igeren bir hiicre de burada agiklanir, burada
CAR, bir antijen baglama alani, bir transmembran alani, bir ko-stimilatér sinyalleme
bolgesi ve SEQ ID NO: 24’4n amino asit dizisini igeren bir CD3 zeta sinyalleme alani

igerir.

Burada aciklandigi Gzere, CAR igeren hucre, CARIn antijen baglama alani bunun

karsilik gelen antijenini bagladiginda, bir anti-tim&r immiinite gdsterir.

Bir CAR sifreleyen bir nikleik asit dizisi igeren bir vektor de burada agiklanir, burada
CAR, bir antijen baglama alani, bir ko-stimulatdr sinyalleme bdlgesi ve bir CD3 zeta
sinyalleme alani icerir, burada CD3 zeta sinyalleme alani, SEQ ID NO: 24’(in amino

asit dizisini icerir.

Burada bir memelide bir hedef hiicre poplilasyonu veya dokusu icin bir T hlicresi-aracili
immiin yaniti stimiile eimek amaciyla bir yontem de aciklanir. Bir uygulamada yontem,
bir memeliye bir CAR eksprese etmesi igin genetik olarak modifiye edilmig bir hiicrenin
etkili bir miktarini uygulamay icerir, burada CAR bir antijen badlama alani, bir ko-
stimulatoér sinyalleme bolgesi ve SEQ ID NO: 24’Un amino asit dizisini iceren bir CD3
zeta sinyalleme alani igerir, burada antijen baglama alani, hedef hicre populasyonunu

veya dokuyu spesifik olarak tanimasi igin segilir.

Bir memelide bir anti-timdr imminite saglamanin bir ydntemi de agiklanir. Bir
memeliye bir CAR eksprese etmesi igin genetik olarak modifiye edilmis bir hiicrenin
etkili bir miktarini uygulamayi, béylece memelide bir anti-tmér imminite saglamayi,
iceren bir yéntem de agiklanir, burada CAR bir antijen baglama alani, bir ko-stimilatdr
sinyalleme bolgesi ve SEQ ID NO: 24’un amino asit dizisini iceren bir CD3 zeta

sinyalleme alani igerir,
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Bir timd&r antijeninin artmig bir ekspresyonu ile iliskili olan bir hastalia, bozukluga veya
rahatsizliga sahip olan bir memeliyi tedavi etmenin bir yontemi de aciklanir. Bir
memeliye bir CAR eksprese etmesi icin genetik olarak modifiye edilmis bir hicrenin
etkili bir miktanni uygulamayi, bdylece memeliyi tedavi etmeyi, iceren bir ydntem de
aciklanir, burada CAR bir antijen baglama alani, bir ko-stimdlatér sinyalleme bolgesi ve

SEQ ID NO: 24'(in amino asit dizisini igeren bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir.

Burada aciklandi§i (izere hiicre, bir otolog T hiicresidir.

Burada tarif edildigi Uzere, tim&r antijenleri, CD19, CD20, CD22, ROR1, mezotelin,
CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glikolipit F77, EGFRvII, GD-2, NY-ESO-1 TCR, MAGE A3

TCR ve bunlarin herhangi bir kombinasyonunu igerir.

Kronik lenfositik [6semiyi olan bir insani tedavi etmenin bir ydntemi de burada aciklanir.
Bir uygulamada, ydntem bir insana bir CAR eksprese etmesi igin genetik olarak
muhendislik uygulanmis bir T hlcresi uygulamayi igerir, burada CAR bir antijen
baglama alani, bir ko-stimulator sinyalleme bélgesi ve SEQ ID NO: 24°0Un amino asit

dizisini igeren bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir.

Burada tarif edildidi lGzere, insan en az bir kemoterapotik ajana direnclidir.

Burada tarif edildigi Uzere, kronik lenfositik 10semi refrakter CD19+ losemidir veya

lenfomadir.

Kanser tanisi almig bir insanda genetik olarak mihendislik uygulanmig T hdcrelerinin
kalmaya devam eden bir popllasyonunu tretmenin bir yontemi de burada agiklanir. Bir
insana bir CAR eksprese etmesi igin genetik olarak mihendislik uygulanmis bir T
hiicresini uygulamay iceren bir yontem de burada tarif edilir, burada CAR bir antijen
baglama alani, bir ko-stimilator sinyalleme bdlgesi ve SEQ ID NO: 24’(n amino asit
dizisini iceren bir CD3 zeta sinyalleme alani igerir, burada genetik olarak mihendislik
uygulanmis T hicrelerinin  kalmaya devam eden popllasyonu, insan iginde

uygulamadan sonra en az bir ay boyunca kalmaya devam eder.

Burada tarif edildigi uzere, genetik olarak muhendislik uygulanmig T hdcrelerinin

kalmaya devam eden bir poptlasyonu, insana uygulanmig bir T hiicresinden, insana
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uygulanmis bir T hlicresinin bir projenisinden ve bunlarin bir kombinasyonundan olusan

gruptan secilen en az bir hicre igerir.

Burada tarif edildigi Uzere, genetik olarak mihendislik uygulanmis T hdcrelerinin

kalmaya devam eden populasyonu, bir hafiza T hucresi icerir.

Burada tarif edildigi (zere, genetik olarak mdlhendislik uygulanmis T hicrelerinin
kalmaya devam eden popllasyonu, insan iginde uygulamadan sonra en az (¢ ay
boyunca kalmaya devam eder. Burada tarif edildigi Uzere, genetik olarak muhendislik
uygulanmis T hdcrelerinin - kalmaya devam eden popllasyonu, insan icinde
uygulamadan sonra en az dort ay, beg ay, alt ay, yedi ay, sekiz ay, dokuz ay, on ay, on

bir ay, on iki ay, iki yil veya (¢ yil boyunca kalmaya devam eder.

Burada tarif edildidi lzere, kronik lenfositik 16semi tedavi edilir.

Kanser tanisi almis bir insanda genetik olarak miihendislik uygulanmis bir popllasyonu
genisletmenin bir ydntemi de burada agiklanir. Bir insana bir CAR eksprese etmesi igin
genetik olarak miihendislik uygulanmig bir T hiicresini uygulamayi i¢ceren bir yontem de
burada tarif edilir, burada CAR bir antijen baglama alan), bir ko-stimulator sinyalleme
bolgesi ve SEQ ID NO: 24'(in amino asit dizisini igeren bir CD3 zeta sinyalleme alani
igerir, burada uygulanmis genetik olarak muhendislik uygulanmis T hiicresi, insanda

projeni T hlicrelerinin bir popllasyonunu Uretir.

Burada tarif edildidi Uzere, insandaki projeni T hiicreleri, bir hafiza T hlcresi igerir.

Burada tarif edildigi Uzere, T hacresi bir otolog T hiicresidir.

Burada tarif edildigi (zere, insan, en az bir kemoterapdtik ajana direnglidir.

Burada tarif edildigi (zere, kanser, kronik lenfositik 16semidir. Bir baska uygulamada,

kronik lenfositik 16semi, refrakter CD19+ [6semidir ve lenfomadir.

Burada tarif edildigi Gzere, projeni T hicrelerinin popllasyonu insan icinde
uygulamadan sonra en az U¢ ay boyunca kalmaya devam eder. Burada tarif edildigi

(zere, projeni T hicrelerinin popllasyonu insan i¢inde uygulamadan sonra en az dort
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ay, bes ay, alt ay, yedi ay, sekiz ay, dokuz ay, on ay, on bir ay, on iki ay, iki yil veya (¢

vl boyunca kalmaya devam eder.

Burada tarif edildidi (izere, kanser tedavi edilir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Bulusun tercih edilen uygulamalarinin asagidaki detayli agiklamasi, ekli sekiller ile
baglantil olarak okundugunda daha iyi anlagilacaktir. Bulugu agiklama amaciyla,
simdilik tercih edilen uygulamalar sekillerde gdsterilir. Buna ragmen, bulusun sekillerde

gosterilen kesin dizenlemeler ve ise yararliliklar ile sinirlandinimadigr anlagilmalidir.

Sekil 1, Sekiller 1A ila 1C'i igerir, gen-transfer vektorinin ve transgeninin, gen
modifive edilmis T hidcresi Uretiminin ve klinik protokel tasaniminin sematik
temsillerinin  bir seri gorintisidar. Sekil 1A, major fonksiyonel elemanlar
gosteren lentiviral vektorleri ve transgeni gosterir. FMC63 mirin monoklonal
antikorundan turetilen anti-CD12 scFv'nin, insan CD8a mentese ve
transmembran alaninin ve insan 4-1BB ve CD3 zeta sinyalleme bdlgelerinin
ekspresyonunu yonlendiren bir vezikller stomatit virist protein G psoddo-
tiplenmis klinik gradh lentiviral vektdr (pELP’ler olarak go6sterilir, 19BBz)
uretilmistir. Transgenin konstitltif ekspresyonu, bir EF-1a {elongasyon faktor(i-
1a promotdril); LTR, uzun ug tekran; RRE, rev yanit elemani, (cPPT) ve santral
sonlandirma dizisi (CTS) dahil edilmesi ile yénlendirilmigtir. Sekil, dlceksizdir.
Sekil 1B, T hicresi Gretilmesini gbsterir. Otolog hlcreler bir aferez vasitasiyla
elde edilmigtir ve T hdcreleri mononikleer hicre yikayarak ayirma ile
zenginlegtirimistir, yikanmistir ve rezidiel [6semi hiicreleri, T hucrelerinin pozitif
seleksiyonu ve aktivasyonu igin anti-CD3/CD28 kapli para-manyetik bilyelerin
eklenmesi ile tiketilmistir. Lentiviral vekidr, hiicre aktivasyonu zamaninda
eklenmigtir ve k(iltir baslatiimasindan sonra gun 3'te antilmistir. Hicreler bir
sallanan platform cihazi (WAVE Bioreactor System) iizerinde 8-12 giin boyunca
genisletilmistir. Klltiriin nihai glnunde, bilyeler bir manyetik alandan gegirme
ile uzaklastinlmistir ve CART19 T hcreleri hasat edilmistir ve inflize edilebilir
vasat iginde dondurarak-saklanmistir. Sekil 1C, klinik protokol tasarimimi
gosterir. Hastalara, tarif edildigi Uzere lenfo-tiketici kemoterapi verilmistir, bunu

15-20 dakikalk bir periyot boyunca iv. yercekimi-akigh damla ile CART
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inflizyon #1 izlemistir. inflzyon, kemoterapinin tamamlanmasindan 1 ila 5
gunde sonra baslayan 3 gun boyunca (%10, %30, %60) bir yark doz yaklagimi
kullanilarak verilmigtir. Sonlanim-noktasi analizleri, ¢alisma haftasi 4te
yapilmistir. Aktif génintiilemenin sonunda, sujeler FDA kilavuzu yarinca uzun
sureli takip icin bir destinasyon protokoliine transfer edilmistir.

Sekil 2, Sekiller 2A ila 2F'yi icerir, CART19 kan ve ilik hiicrelerinin sirdirilmiis
in vivo geniglemesini ve devamhhgini gésteren bir seri gorlntddar. Sekil 2A ila
2C'de gosterildidi Uzere tam kandan veya Sekil 2D ila 2F°de gosterildidi tGzere
ilikten izole edilen DNA, Sekil 2A’'da ve 2D’de gdsterildidi Gzere UPN 01'den,
Sekil 2B’'de ve 2E'de gdsterildigi Ozere UPN 02'den ve Sekil 2C ve 2F'de
gosterildigi tzere UPN 03'ten elde edilen érnekler, CART19 dizilerini saptamak
ve kantifiye etmek icin kalifiye bir analiz kullanilarak yidin i¢cinde Q-PCR
analizine tabi tutulmustur. Her bir veri noktas), %1,56’dan daha az maksimal CV
%’'si ile, 100-200 ng genomik DNA iizerinde Uc¢ kopya halindeki dlglimlerin
ortalamasini  temsil eder. Analiz igin, geg¢me/kalma parametreleri,
amplifikasyonun egimi ve etkililigi igin Onceden-belirlenmis araliklari ve bir
referans émegin amplifikasyonunu igermigtir. Analiz igin standart egri araligi ile
belirlenmis kantifikasyon alt sinin, 2 kopya transgen/mikrogram genomik
DNA’dir; bu sayinin altindaki érnek de@erler tahminler olarak ddsundlir ve
tekrarlarin en az 2/3’si degerler icin %15’lik CV'’si olan bir Ct dederi urettiginde,
sunulur. CART19 hiicreleri, UPN 01 ve UPN 03 igin giin 0'da, 1'de ve 2’de ve
UPN 02 igin glnler 0’da, 1'de, 2’de ve 11’de inflize edilir.

Sekil 3, Sekiller 3A ila 3D'yi igerir, CAR T hicresi infuzyonundan 6nce ve sonra
serum ve kemik iligi sitokinlerini; CART19 hlcre inflizyonundan sonra gdsterilen
gunde, Sekil 3A’da gosterildigi uzere, UPN 01'de, Sekil 3B'de gosterildigi Gzere
UPN 02’de ve Sekil 3C'de gosterildigi uzere UPN 03'te, serum sitokinlerinde,
kemokinlerde ve sitokin reseptorlerinde degdisimlerin boylamsal élglimlerini ve
Sekil 3D’de gdsterildigi Uzere UPN 03'ten elde edilen kemik ilijinde ayni
analitlerin seri de@erlendirmelerini gdsteren bir seri gorintiidir. Ornekler,
Luminex bilye dizilim teknolojisi ve dnceden-toplanmis ve dogrulanmis gogul
kitler kullanilarak gogul analizi tabi tutulmustur. >=3’lik bir kat degisimi olan
analitler gbsterilir ve Sekil 3A ila 3C'de gdsterildi§i Uzere baseline’dan badil
degisim olarak veya Sekil 3D’'de gosterildigi Gzere mutlak degerler olarak grafik
haline getirilir. Her bir zaman-noktasinda her bir analit icin mutlak degerler,

standart egriler icin %80-120 godzlenen/beklenen kesim degerleri ile belirlenmis
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ust ve alt kantifikasyon sinirlan (ULOQ, LLOQ) ile, 3-katlik 8-puanlik bir
seyreltme serileri boyunca bir rekombinant protein-temelli standart egriden
turetilmigtir. Her bir drnek, hesaplanan ortalama degerleri ve ¢odu durumda
%10'dan az CV %’si olan iki-kopya hélinde degerlendirilmistir. Mutlak degerler
icin genis aralk baglaminda birlestiriimis veri sunumunu bagdastirmak igin,
veriler her bir analit igin baseline degeri boyunca kat-degisimi olarak sunulur.
Baseline degerlerinin saptanabilir clmadidi durumlarda, en dlsuk standart egri
degerinin yansi, baseline deder olarak kullanilmistir. Analitler icin standart egri
araliklari ve baseline {gun 0) degerleri (UPNO1, 02 ve 03 i¢in parantez iginde
sirall olarak listelenmistir), timi pg/ml cinsindendir: IL1-Ra: 35.5-29,318 (689,
301, 287); IL-6: 2.7-4,572 {7, 10.1, 8.7); IFN-y: 11.2-23,972 (2.8, ND, 4.2);
CXCL10: 2.1-5,319 (481, 115, 287); MIP-1p3: 3.3-7,233 (99.7, 371, 174); MCP-
1. 4.8-3,600 (403, 560, 828); CXCL9: 48.2-3,700 (1,412, 126, 177); IL2-Ra:
13.4-34,210 (4,319, 9,477, 610); IL-8: 2.4-5,278 (15.3, 14.5, 14.6); IL-10; 6.7-
13,874 (8.5, 5.4, 0.7); MIP-1qa: 7.1-13,778 (57.6, 57.3, 48.1).

Sekil 4, Sekiller 4A ila 4D'yi igerir, uzatilmis ylizey CART19 ekspresyonunu ve
fonksiyonel hafiza CAR'larinin jin vivo olusturulmasini gosteren bir seri
gorantadir. Sekil 4A, periferde ve ilikte CAR-eksprese eden CD3+ lenfositlerinin
saptanmasini ve B hdcrelerinin - yoklugunu gosterir.  CART19 hdcresi
inflizyonundan sonra giin 169'da UPN 03’ten elde edilen yeni islenmis periferik
kan ve ilik mononiikleer hiicreleri CAR19'un ylizey ekspresyonu (listte) veya B
hiicrelerinin varh@i (altta) igin akis sitometrisi ile degerlendirilmistir; bir kontrol
olarak, bir saghkli dondr ND365'ten elde edilen PBMC boyanmigtir. CD3+ ve B
hicresi poptlasyonlan igin kapillama stratejisi, Sekil 9’da sunulur. CD3+
lenfositlerinde CAR19 ekspresyonunu degerlendirmek icin, drnekler, CD14-PE-
Cy7 ve CD16-PE-Cy7 (bosaltma kanali) igin antikorlar ve, CD3+ Gzerinde pozitif
olarak kapilanmig, CD3-FITC ile boyanmistir ve Alexa-647'ye konjugat CD8a-
PE ve anti-CAR19 idiyotip antikor ile birlikte-boyama ile CD8+ ve CD8-lenfosit
kompartimanlari icinde CAR19 ekspresyonu igin degerlendiriimistir. Egrilerdeki
veriler bosaltma kanali-negatif/CD3-pozitif hlicre poplilasyonu (zerinde
kapilanir. B hicrelerinin varhgini degerlendirmek igin, érmekler CD14-APC ve
CD3-FITC icin antikorlar (bosaltma kanallan) ile birlikte-boyanmigtir ve CD20-
PE ve CD19-PE-Cy-7 icin antikorlar ile birlikte-boyama ile bosaltma kanal-
negatif fraksiyonunda B hicrelerinin varhidr icin  degerlendirilmigtir.  Tum

olgularda, negatif kapi kadranlart Sekiller 4B'de 4C'de gdsterildigi (izere
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boyama-olmayan kontroller tizerinde olusturulmustur. CD4+ (Sekil 4B) ve CD8+
(Sekil 4C) T hucre alt-kimelerinin T hicresi immuno-fenotiplemesi gosterilir. T
hucresi infuzyonundan sonra gin 56’da ve 169'da UPN 03'ten aferez ile elde
edilmis dondurulmus periferik kan &rnekleri, eklenmis faktérler bulunmayan
kiltar vasatl icinde gece hoyu dinlendiriimistir, yikanmistir ve T h(cresi
hafizasinin, aktivasyonunun ve tlketiimesinin belirteglerinin ekspresyonu igin
coklu-parametrik immuno-fenotiplemeye tabi tutulmustur. Sekil 8'de gosterildidi
Uzere, kapillama stratejisi bosaltma kanali (CD14, CD16, Live/Dead Aqua)-
negatif ve CD3-pozitif hicreleri Gzerindeki bir baglangig kapilamasi, akabinde
CD4+ ve CD8+ hicreleri Gzerinde pozitif kapilar icermistir. Kapilar ve kadranlar,
FMO kontrolleri {CAR, CD45RA, PD-1, CD25, CD127, CCR7) kullanilarak ve
pozitif hilcre popillasyonlari {CD3, CD4, CD8) ve berrak bir sekilde ¢izilmis alt-
kimeler (CD27, CD28, CD57) ile olusturulmustur; veriler olaylarin objektif
gorsellestirilmesi icin bi-issel transformasyondan sonra gdsterilmistir. Sekil 4D,
kalmaya devam eden CAR hicrelerinin fonksiyonel kompetansini gosterir. T
hiicresi infizyonundan sonra glin 56'da ve 169’da UPN 03'ten aferez ile elde
edilmis dondurulmus periferik kan &rnekleri, eklenmis faktérler bulunmayan
kiltir wvasatl icinde gece boyu dinlendiriimistir, yikanmistir ve CD107
degranilasyon analizleri kullanilarak CD19-eksprese eden hedef hilcreleri
tanima yetisi i¢in ex-vivo dodrudan degerlendirilmigtir. Anti-CD28, anti-CD49d
ve CD107-FITC varliginda bir iki-saatlik inklibasyonu takiben, hiicre karigimlari
hasat edilmistir, yikanmistir ve CART19 hucrelerinin CD19-eksprese eden
hedeflere yanitta de-granule etme yetisini dederlendirmek igin goklu-parametrik
akis sitometrik analize tabi tutulmustur. Kapilama stratejisi, bosaltma kanallari
(CD14-PE-Cy7, CD16-PE-Cy7, Live/Dead Agqua)-negatif ve CD3-PE-pozitif
hucreler Uzerinde bir baslangi¢ kapisi, akabinde CD8-PE-Teksas Kirmizi-pozitif
hicrelerde kapilama igermistir; sunulan veriler, CD8+ kapilanmis populasyon
icindir. Tim olgularda, negatif kapi kadranlar, boyama-olmayan kontroller
uzerinde olusturulmustur.

Sekil 5, Sekiller 5A ila 5C'yi igerir, CART19 hicrelerinin inflizyonundan sonra
klinik yanitlar dedgerlendiren deneylerin sonuglarini gésteren bir seri goruntidir.
Sekil 5A, UPN 02'nin, rituksimabin ve bendamustinin iki siklusu ile minimal yanit
ile muamele edildigini gdsterir (R/B, ok). Rituksimab ve bendamustin-direncli
[bsemi, infuzyonun 18 gunu iginde wmutlak lenfosit sayisinda (ALC)

60,600/pl'den 200/pl'ye bir disus ile gosterildigi Uzere, kandan ¢abucak
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temizlenmistir. Kortikosteroid tedavisi, malezden ve non-enfeksiybz febril
sendromundan dolayl influzyondan sonra gun 18de baslatlmistir. Referans
cizgi (kesikli ¢izgi), ALC icin normalin Ust sininni gésterir. Sekil 5B, hasta UPN
01'den ve 03’ten elde edilen sirayla kemik ilifi biyopsisi veya pihti numunelerini
CD20 icin boyayan ornek deneylerin sonuglarini gosterir. Her iki hastada
bulunan Idsemi ile tedavi-Oncesi infiltrasyonu, hiicreselliin ve (g-soy
hematopoiezin normalizasyonu ile eglik edilen tedavi sonrasi numuneler
Uzerinde yoktur. UPN 01, akis sitometrisi, sitogenetik ve fliioresans in-situ
hibridizasyon ile degerlendirildigi Uzere saptanmis herhangi bir CLL hicresine
veya kemik iliginde veya kanda akis sitometrisi ile saptanan normal B
hicrelerine sahip degildir. UPN 03, ayrica bunlarin poliklonal oldugunu da
gosteren, gln +23te akis sitometrisi ile dogrulanmig %5 rezidlel normal CD5-
negatif B hlcrelerine sahiptir; gun +176'da normal B hicreleri saptanmamistir.
Sekil 5C, kemoterapi-direncgli jeneralize lenfadenopatinin gabuk ¢dzilmesini
degerlendirmek igin sirall BT gdrintileme kullanilan deneylerin sonuglarini
gosterir. Oklar ve daire ile gdsterildigi Uzere, bilateral aksiler kitleler.
inflizyondan sonra 83 {UPN 01) ve 31 (UPN 03) ginde ¢dziImuistir.

Sekil 6, Sekiller 6A ila 6C'yi icerir, UPN 01, 02, 03 icin dolasimdaki mutlak
lenfosit sayilarini ve toplam CART19+ hicrelerini gosteren bir seri gorintadur.
Dolasimdaki toplam CART19+ hiicrelerine kargi lenfositlerin toplam sayisi
(toplam normal ve CLL hiicreleri), CBC degerlerinden elde edilen mutlak lenfosit
sayisi kullanilarak ve 5,0 L’lik bir kan hacmi varsayarak tim 3 s(je igin grafik
haline getirilir. Dolagimdaki CART19 hicrelerinin toplam sayisi, $ekil 2'de
gosterildigi Gzere mutlak lenfosit sayilan olan tandem CBC degerleri ve Q-PCR
isaretleme degerleri kullanma, burada baska yerde tarif edildigi Gzere kopya/pg
DNA'y1I ortalama isaretleme %’sine donistirme ile hesaplanmistir. Q-PCR
isaretleme %’sinin infuzyon drinlerinin sitometrik karakterizasyonu ile ve es-
zamanl akig sitometrisi verilerinin boyama ile CART19 huicrelerini dogrudan
saymak icin mevcut oldugu orneklerden veriler ile yakindan korele oldugu (<2
katlik varyasyon) bulunmustur.

Sekil 7, Sekiller 7A ila 7D%i igerir, T hicresi inflizyonundan 71 gin sonra UPN-
01 PBMC’de CART19-pozitif hiicrelerin dogrudan ex vivo saptanmasini igeren
deneyleri gésterin bir seri gorintidir. Inflizyondan sonra gin 71'de aferez-
sonrasl yeni toplanmig veya T hicresi drinunin dretiimesi icin  aferez

zamaninda (baseline) dondurulmus ve boyamadan Once uygulanabilir bir
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sekilde buzu c¢dzilen UPN-C1 PBMC, yizeyi Uzerinde CAR19 kismi eksprese
eden CART19 hicrelerinin varligim saptamak icin akis-sitometrik analize tabi
tutulmustur. Lenfosit icinde CAR19 ekspresyonunu degerlendirmek igin,
ornekler Alexa-647'ye konjugat CD3-PE ve anti-CAR19 idiyotip antikor ile
birlikte boyanmistir veya tek basina CD3-PE {CAR192 icin FMO) ile birlikte-
boyanmigtir. Sekil 7A, bir baslangi¢ lenfosit kapisinin, ileri ve yan sagihima
(S5C’ve kiyasla FSC) gore, akabinde CD3+ hiicreleri {izerinde kapilama ile
olusturuldugunu gosterir. Sekil 7B, CD3+ lenfosit kapisini gosterir; Sekil 7C,
CAR idiyotip boyamayi gdsterir;, Sekil 7D, CAR idiyotip FOM'yu gdsterir.
CAR19-pozitif kapi, CAR19 FMO érnekleri lzerinde olusturulmustur.

Sekil 8, Sekiller 8A ila 8C’i icerir, UPN 03 kan numunelerinde poli-kromatik
akig sitometrisi kullanilmasi ile CART19 ekspresyonunu tanmimlamak igin
kapilama stratejisini gosteren bir seri goriuntddar. Sekil 8C igin kapilama
strategjisinin, UPN 03 Giin 56 6medgi icin gosterilir ve UPN 03 Gin 169 6rmedi
uzerinde kullanilan stratejini temsilidir. Sekil 8A, primer kapiyl gosterir:
Bosaltma (CD14, CD16, Live/Dead Aqua) negatif, CD3-pozitif. Sekil 8B,
sekonder kapilari gosterir: CD4-pozitif, CD8-pozitif. Sekil 8C, tersiyer kapilan
gosterir CAR FMO drnekleri Gzerinde olusturulmus CAR19-pozitif ve CAR19-
negatif (en-sag paneller).

Sekil 9, kan ve ilik numuneleri icinde CART19 ekspresyonunu ve B hiicrelerini
dogrudan tanimlamak igin kapilama stratejisini gosterir. CAR-eksprese eden
CD3+ lenfositlerinin saptanmasini ve periferde ve ilikte B hiicrelerinin yoklugunu
gosteren, Sekil 4A igin kapilama stratejisi: Sol grafik: Hiicre kapisi; Ust panel:
CD3+ hucreleri icin pozitif kapi, Alt panel: B hicreleri icin negatif kapi (CD14-
negatif, CD3-negatif). NC365, bir saghkh donoérden periferik kan kontrol
hucreleri.

Sekil 10, hasta demografigini ve yanitini 6zetleyen bir gérantadur.

Sekil 11, CART-19 hiicrelerinin (retme prosesini gosterir.

Sekil 12, Sekiller 12A ila 12D'yi gosterir, bir hastada klinik yaniti gosteren bir
seri gorintidir. Sekil 12A, hastadan elde edilen T hiicrelerini enfekite etmek igin
kullanilan lentiviral vektéri gdsterir. FMC63 murin - monoklonal antikordan
thretilen anti-CD19 scFv'nin, insan CD8a mentese ve transmembran alaninin ve
insan 4-1BB ve CD3Z sinyalleme alanlarinin ekspresyonunu ydnlendiren
vezikuler stomatit virisi proteini G'nin bir psddo-tiplenmis, klinik-gradli lentiviral
vektdri (pELP’ler, 19-BB-z) uretilmistir. Sekil 12A’nin  altinda, CAR19
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transgeninin detaylari, major fonksiyonel elemanlari gésterir. Sekil dleeksizdir.
3'LTR, 3" uzun ug¢ tekrarini gosterir; 5'LTR, 5' uzun ug¢ tekrarini gésterir; Amp R,
amfisilin diren¢ geni; Bovin GH Poli A, poliadenilasyon kuyrugu olan bovin
biylme hormonu; ¢PPT/CTS, santral sonlandirma dizisi bulunan santral
poliprin izi; EF-1a, elongasyon faktéri 1-alfa; env, zarf; gag, grup-spesifik
antijen; pol, polimerazi ve ters transkriptazi sifreleyen HIV geni; R, tekrar; RRE,
rev yanit elemani; scFv, tek-zincirli degisken fragmani; TM, transmembran, ve
WPRE, dag sigcani hepatit virlisi post-translasyonel regilator elemani. Sekil
12B, birinci CART19-hiicre inflzyonundan sonra gin 1 ila gin 28 arasinda
serum Kreatinin, Urik asit ve laktat dehidrojenaz {LDH) dizeylerini gdsterir. Pik
degerleri, tumor lizis sendromu icin hastaneye yatig ile kesismigtir. Sekil 12C,
kemoterapiden 3 gln sonra (gun -1, CART19-hiicre infuzyonundan énce) ve
CART19-hlcre infuzyonundan 23 gin ve 6 ay sonra (hematoksilin ve eozin)
elde edilen ilik-biyopsisi numunelerini gdsterir. Baseline numunesi, toplam
hicreselligin %40 i1 olusturan kiglk, matir lenfositlerin  agirikli  olarak
interstisyel agregatlar ile infiltre edilmis, Ulg-soy hematopoiezi olan hiper-
hiicresel kemik iligini (%60) godsterir. Gin 23'te elde edilen numune, bir T
hicresi ve CD5-negatif B hiicrelerinin kangimi ile birlikte, kronik lenfoid [6semi
(CLL) igin negatif olan, rezidiel lenfoid agregatlar {%10) gosterir. infizyondan
6 ay sonra elde edilen numune, lenfoid agregatlar olmadan, (g-soy
hematopoiez gosterir ve CLL’nin yoklugu devam etmistir. Sekil 12D, hasta
calismaya kaydedilmeden once ve birinci inflzyondan 31 giin ve 104 gln
sonra, elde edilen kontrast-gliglendiriimis BT taramalarini gésterir. infiizyon-
6ncesi BT taramalan, 1- ila 3-cm’lik bilateral kitleleri ortaya cikarir. Aksiler
lenfadenopatinin regresyonu infUzyondan sonra 1 ay iginde gerceklesmigstir ve
surdurulmuigstar. Oklar, terapiden dnce cesitli genisletiimis lenf nodlarnn ve
terapiden sonra karsilastirlabilir BT taramalan Gzerindeki lenf-nodu yanitlarini
vurgular.

Sekil 13, Sekiller 13A ila 13E'yi igerir, kimerik antijen reseptorii T-hlicresi
inflzyonundan dnce ve sonra serum ve kemik iligi sitokinlerini gbsteren bir seri
gorintidar. Sitokin interferon-y'nin ($ekil 13A), interferon-y-stimile edilmis
kemokinler C-X-C motifi kemokin 10’un (CXCL10) (Sekil 13B) ve C-X-C motifi
ligand @’un (CXCL9) (Sekil 13C) ve interldkin-6'nin (Sekil 13D) seri dlcumleri
gosterilen zaman noktalarinda ol¢ilimusgtar. Bu enflamatuvar sitokinlerdeki ve

kemokinlerdeki artislar timér lizis sendromunun basglamasi ile kesismistir.
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interldkin-6’nin disiik diizeyleri, baseline’da saptanmisken, interferon-y, CXCL9
ve CXCL10'un baseline’da saptama sinirlarinin altindadir. Hastada analitler ve
baseline degerler icin, parantezler icinde verilen, standart-egri araliklan asadida
oldugu sekildedir: interferon-y, 11,2 ila 23.972 pg/mili-litre {1,4 pg pg/mili-litre);
CXCL10, 21 ila 5319 pg/mili-litre (274 pg/mili-litre); CXCLY, 48,2 ila 3700
pa/mili-litre (177 pg/mili-litre); interlékin-6, 2,7 ila 4572 pg/mili-litre (8,3 pg/mili-
litre); timor nekroz faktorl a (TNF-a), 1,9 ila 4005 pg/mili-litre (saptanamaz); ve
gOzunebilir interlokin-2 reseptord, 13,4 ila 34.210 pg/mili-litre (644 pg/mili-litre).
Sekil 13E, kemik iligi icinde immin yanitin indiksiyonunu gdsterir. Sitokinler
TNF-a, interldkin-6, interferon-y, kemokin CXCL9 ve cdzinebilir interlékin-2
reseptdru, CART19-hucre infuzyonundan dnce ve sonra gosterilen gunlerde
kemik iligi aspiratlanindan elde edilen slpernatant akiskanlan iginde
dlgllmistur. Interldkin-6, interferon-y, CXCL9 ve ¢ozinebilir interlékin-2
reseptdri diizeylerindeki artiglar, timor lizis sendromu, pik kimerik antijen
reseptoril  T-hicresi infiltrasyonu ve [bdsemik infiltratin  eradikasyonu ile
kesismigtir.

Sekil 14, Sekiller 14A ila 14C'yi igerir, kimerik antijen reseptdrl T hiicrelerinin in
vivo geniglemesini ve devamliligini gosteren bir seri gorintlidir. Genomik DNA
(gDNA), kimerik antijen reseptord T-hicresi inflzyonundan once ve sonra seri
zaman noktalarinda toplanan ve kantitatif gergek-zamanli polimeraz-zincir-
reaksiyonu (PCR) analizi igin kullanilan hastanin tam kaninin (Sekil 14A) ve
kemik iligi aspiratlarinin (Sekil 14B) orneklerinden izole edilmistir. Transgenik
DNA ve CAR19 eksprese eden lenfositlerin ylzdesi temelinde degerlendirildigi
Uzere, kimerik antijen reseptéri T hicreleri periferik kanda ve kemik iliginde
baslangig yamanma duzeylerinden 1000 kattan daha fazla ylksek olan
dizeylere genislemistir. Kimerik antijen reseptéri T hucrelerinin pik degderlen,
tumaor lizis sendromu ile gegici olarak kolere edilmistir. Gin 0’da elde edilmis bir
kan 6rnedi ve gin 1'de elde edilen bir kemik iligi érnegi, baseline'da PCR
sinyaline sahip degildir. Baslangigtaki kemik iligi aspiratlarinin akis-sitometrik
analizi {Sekil 14C), bir T hucresi azligi ile, immunoglobllin kappa hafif-zincir
boyama vasitasiyla degerlendirildigi Gizere, klonal olan CD19+CD5+ hlicreleri ile
baskin infiltrasyonu gdsterir. inflizyondan sonra giin 31'de, CD5+ T hiicreleri
mevcuttur ve normal veya maligne B hicreleri saptanmamistir. Sayilar, her bir
kadranda hicrelerin bagil sikhigimi gésterir. Hem x ekseni hem de y ekseni, bir

log10 dlgedi gbsterir. Kapillama stratejisi, soldaki kutular icinde CD19+ ve CD5+
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hicreleri Gizerinde bir baglangi¢ kapilamasi ve CD19+Cd5+ alt-kiimesi (izerinde
(sagdaki kutular) immunoglobdlin kappa ve lamda ekspresyonunun muteakip

tanimlanmasini igermistir.

DETAYLI ACIKLAMA

Bulus, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, hematolojik maligniteleri ve solid timorleri
iceren kanseri tedavi etmek icin bilesimler ile ilgilidir. Mevcut bulus, bir kimerik antijen
reseptdri (CAR) eksprese etmesi icin aktariimig T hicrelerinin  adoptif hiicre
transferinin bir stratejisi ile ilgilidir. CAR'lar, arzu edilen bir antijen (6rn., timér antijeni)
icin antikor-temelli ozgullugl bir spesifik anti-timoér hocresel immun  aktivitesini
gosteren bir kimerik protein Oretmek icin bir T hilicresi reseptorind-aktive eden

intraselller alan ile birlestiren molekillerdir.

Mevcut bulus genel olarak, istemlerde tanimlandigi (izere arzu edilen bir CAR’I kararl
bir sekilde eksprese etmesi igin genetik olarak modifiye edilmis T hdlcrelerinin
kullaniimasi ile ilgilidir. Bir CAR eksprese eden T hiicreleri, burada CAR T hcreleri
veya CAR modifiye edilmis T hiicreleri olarak ifade edilir. Tercihen, hicre, MHC'den
bagimsiz clan yeni antijen 6zgulligu sadlayarak, bunun yizeyi Ozerinde bir antikor
badlama alanin kararl bir sekilde eksprese etmesi icin genetik olarak modifiye
edilebilir. T hiicresi, spesifik bir antikorun bir antijen tanima alanini CD3-zeta zinciri
proteininin bir intraselller alani ile bir tek kimerik protein iginde birlestiren bir CAR’I

kararl bir sekilde eksprese etmesi igin genetik olarak modifiye edilir.

Burada tarif edildigi Gzere, burada tarif edilen CAR, bir antijen tanima alanina, bir
transmembran alanina ve bir sitoplazmik alana sahip olan bir ekstraseluler alan icerir.
Burada tarif edildigi Gzere, CAR igindeki alanlarin biri ile dogal olarak iligkili olan
transmembran alan kullanilir. Burada tarif edildigi Gzere ayrica, transmembran alan,
reseptdr kompleksinin diger (iyeleri ile etkilesimleri minimuma indirmek amaciyla bu
tarz alanlarin ayni veya farkh ylzey membran proteinlerinin transmembran alanlarini
baglamasini énlemek igin segilebilir veya amino asit stbstitlisyon ile modifiye edilebilir.

Tercihen, transmembran alan, CD8a mentese alanidir.

Sitoplazmik alana gelince, burada tarif edilen CAR, 4-1BB sinyalleme alani igerir.

CAR'In sitoplazmik alani, ilaveten CD3-zeta’nin sinyallame alanini icermesi igin
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tasarlanabilir. CAR'In sitoplazmik alani, CD3-zeta ve 4-1BB sinyalleme modiilleri icerir.
Bu dodrultuda, bulus CAR T hicreleri ve adoptif terapi i¢in bunlarn kullanimlarini

saglar.

Burada tarif edildigi Uzere, burada tarif edilen CAR T hdcreleri, arzu edilen bir CAR,
omegin, anti-CD19, CD8a mentese ve transmembran alani ve insan 4-1BB ve CD3-
zeta sinyalleme alanlar iceren bir CAR, igeren bir lentiviral vektori hiicrelerin igine
uygulama ile dretilebilir. Bulusun CAR T hicreleri, strdirilmis timodr kontroline yol

agabilen uzun-sureli devamlilik ile sonuglanarak in vivo ¢ogalabilir.

Kansere sahip olan veya kansere sahip olma riski altinda olan bir hastanin lenfosit
inflzyonu kullanilarak tedavisi icin bir CAR eksprese eden genetik olarak modifiye
edilmig bir T hdlcresini uygulama da burada aciklanir. Tercihen, otolog lenfosit
inflizyonu tedavide kullanilir. Otolog PBMC'ler, tedaviye ihtiyaci olan bir hastadan
toplanir ve T hicreleri burada tarif edilen ve teknikte bilinen yontemler kullanilarak

aktive edilir ve genisletilir ve akabinde hastaya geri infiize edilir.

CLL gelistirme riski altinda olan bir hastanin tedavisi de burada aciklanir. Bir
maligniteyi veya bir hastada kemoterapinin ve/veya immuinoterapinin hastada anlamli
immiinosiipresyon ile sonuglandi§), béylece, hastanin CLL geligtirme riskini arttirdidi,

bir otoimmin hastaligi tedavi etmek de burada agiklanir.

Hem CD3-zeta hem de 4-1BB ko-stimulatdr alan iceren bir antiCD19 CAR eksprese
eden (ayni zamanda, CART19 T hicreleri olarak da ifade edilen) T hiicreleri kullanilan
yontemler de burada agiklanir. Burada tarif edildigi Gzere CART19 T hdcreleri, gugli in
vivo T hicresi genislemesi gecirebilir ve kanda ve kemik iliginde bir uzatiimis zaman
suresi boyunca ylksek dizeylerde devam eden CD19-spesifik hafiza hdcreleri
olusturabilir. Baz) durumlarda, bir hastaya inflize edilen CART19 T hucreleri, ilerlemis

kemoterapi-direncli CLL’si olan hastalarda in vivo 16semi hlcrelerini elimine edebilir.
Tanimlar
Aksi tanimlanmadikga, burada kullanilan tim teknik ve bilimsel terimlerin, bulusun ilgili

olan teknikte normal uzmanhgi olan biri tarafindan yaygin bir sekilde anlasilan ile ayni

anlama sahiptir. Burada tarif edilenlere benzer veya es-deder herhangi bir yéntemin
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veya malzemenin, mevcut bulusun test edilmesi icin pratikte kullanilabilmesine ragmen,
tercih edilen malzemeler ve yéntemler burada tarif edilir. Mevcut bulusu tarif etmede ve

talep etmede, agsagidaki terminoloji kullanilacaktir.

Burada kullanilan terminolojinin, yalnizca 6zel uygulamalar tarif etme amac igindir ve

sinirlayici olmasi amacglanmaz.

"Bir" ve "biri" tanimliliklan, tanimhhdin dilbilgisel objesinin birini veya birden fazlasini
(vani, en az birini) ifade etmek i¢in burada kullanilir. Ornek olarak, "bir eleman”, bir

eleman veya birden fazla eleman anlamina gelir.

Olgulebilir bir degeri, drnedin, bir miktari, gegici bir sliresi ve benzerini, ifade ederken
burada kullanildidi sekliyle "vaklasik” ile, belirtilen dederden +%20’lik veya £%10’luk,
daha tercihen £%5’lik, hatta daha tercihen +%71’lik ve daha da tercihen +%0,1'lik
varyasyonlan kapsamasi, boylece varyasyonlarin agiklanan ydntemleri gerceklestirmek

igin uygun olmasi, kastedilir

Burada kullanildi§i sekliyle, "aktivasyon", saptanabilir hicresel proliferasyon
indUklemesi icin yeterli bir sekilde stimdle edilmis olan bir T hdcresinin durumunu ifade
eder, Aktivasyon ayrica, indUklenmis sitokin Uretimi ve saptanabilir efektdr fonksiyenlar
ile de iliskili olabilir. "aktive edilmis T hicreleri" terimi, diger seyler arasinda, hicre

boliinmesi geciren T hicrelerini ifade eder.

Burada kullanildi§i sekliyle, "antikor" terimi, bir antijeni spesifik olarak baglayan bir
immanoglobilin - molekilinu  ifade eder. Antikorlar, dogal kaynaklardan veya
rekombinant kaynaklarda tiretilen aynin immuinoglobulinler olabilir veya aynen
immunoglobdlinlerin - immdno-reaktif kisimlari  olabilir.  Antikorlar tipik olarak,
imminoglobilin molekiillerinin tetramerleridir. Mevcut bulustaki antikorlar, drnegin,
poliklonal antikorlari, monoklonal antikorlari, Fv, Fab ve F(ab). ayni zamanda tek
zincirli antikorlari ve beserilestiriimis antikorlar iceren gesitli formlarda var olabilir
(Harlow et al., 1999, In: Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY; Harlow et al., 1989, In: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, New York; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-
5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-426).
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"Antikor fragman" terimi, bir aynen antikorun bir kismini ifade eder ve bir aynen
antikorun antijenik belireme degisken bdlgelerini ifade eder. Antikor fragmanlarinin
ornekleri, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, Fab, Fab’, F(ab'), ve Fv fragmanlarini,
lineer antikorlari, scFv antikorlarini ve antikor fragmanlarindan olusturulmusg multi-

spesifik antikarlan igerir.

Burada kullanildi§i sekliyle, bir "antikor agir zinciri", tim antikor molekiillerinin bunlarin
dogal olusumlu konformasyonlarinda bulunan polipeptit zincirlerinin iki tipinden daha

biylk olanini ifade eder.

Burada kullanildigi sekliyle, bir "antikor hafif zinciri", tim antikor molekullerinin bunlarin
dogal olusumlu konformasyonlarinda bulunan polipeptit zincirlerinin iki tipinden daha
kUguk olanini ifade eder, k ve A hafif zincirleri, iki major antikor hafif zincir izotipini ifade

eder.

Burada kullanildidi sekliyle, "sentetik antikor" terimi ile, rekombinant DNA teknoloijisi
kullanilan dretilen bir antikor, drmegin, mesela burada tarif edildigi Gzere bir bakteriyofaj
tarafindan eksprese edilen bir antikor, kastedilir. Terim ayrica, antikoru sifreleyen ve bir
antikor proteinini eksprese eden, bir DNA molekdlindn veya antikoru belirten bir amino
asit dizisinin sentezi ile dretilmis olan bir antikor anlamina geldigi seklinde de
yorumlanmahdir, burada DNA veya amino asit dizisi, mevcut olan ve teknikte iyi bilinen

sentetik DNA veya amino asit dizisi teknolojisi kullanilarak elde edilmistir.

Burada kullanildi§i sekliyle, "antijen™ veya "Ag" terimi, bir immin yamti provoke eden
bir molekidl olarak tanimlanir. Bu immdn yanit, antikor udretimini veya spesifik
imminolojik olarak-kompetan hucrelerin  aktivasyonunu veya her ikisini icerebilir.
Uzmanhdi olan kigi, neredeyse tim proteinleri veya peptitleri igeren, herhangi bir
makro-molekll bir antijen gdrevi gdérebilir. Dahasi, antijenler, rekombinant veya
genomik DNA’dan tlretilebilir. Uzmanhgdi olan bir kigi, bir immiin yanit meydana getiren
bir proteini sifreleyen bir niikleotid dizisi veya bir parsiyel nlikleotid dizisi igeren, bundan
dolayl bu terim olarak bir "antijen" sifreleyen, herhangi bir DNA'nin kullanildigini
anlayacaktir. Dahasi, teknikte uzmanh@i olan bir kisi, bir antijenin yalnizca bir genin bir
tam-boy nikleotid dizisinden sifrelenmesi gerekmedigini anlayacaktir. Mevcut bulusun,
bununla sinirh kalmamak kaydiyla, birden fazla genin parsiyel nukleotid dizilerinin

kullaniimasini icerdigi ve bu nikleotid dizilerinin arzu edilen immin yaniti meydana
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getirmek icin cesitli kombinasyonlarda dizenlendi§i kolaylikla gdrilecektir. Dahasi,
uzmanhg: olan bir kisi, bir antijenin, hic de bir "gen" tarafindan sifrelenmesi
gerekmedigini anlayacaktir. Bir antijenin Gretilebilecegi, sentezlenebilecedini veya bir
biyolojik drnekten tlretilebilecedi kolaylikla gdérilecektir. Bu tarz bir biyolojik drnek,
bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, bir doku &érnegdini, bir timédr érnedini, bir hicreyi

veya bir biyolojik akigkani, icerebilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "anti-ttimér etki" terimi, timor hacminde bir disls, tUmor
hiicrelerinin sayisinda bir dagls, metastazlarin sayisinda bir disus, beklenen yasam
siresinde bir artis veya kanserli rahatsizlik ile iligkili cesitli fizyolojik semptomlarin
saglatimasi ile a¢iga cikarilabilen bir biyolojik etkiyi ifade eder. Bir "anti-tumdr etki”
ayrica, bulusun peptitlerinin, polintikleotidlerinin, hiicrelerinin ve antikarlarinin birinci

yerde tumodrin meydana gelinin énlenmesindeki yetisi ile de agida ¢ikarilabilir.

Mevcut bulusa uygun olarak, "oto-antijen” terimi, immun sistem tarafindan yanliglkla
yabanci olarak taninan herhangi bir kendi-antijeni anlamina gelir. Oto-antijenler,
bunlarla sinirl kalmamak kaydiyla, hiicresel proteinleri, fosfoproteinleri, hiicresel ylzey
proteinlerini, hlcresel lipitleri, nOkleik asitleri, hicre ylizeyi reseptdrlerini igeren

glikoproteinleri, igerir.

Burada kullanildi§i sekliyle, "otoimmin hastalik" terimi, bir otoimmin yanittan
kaynaklanan bir bozukluk olarak tanimlanir. Bir otoimmiin hastalik, bir kendi-antijenine
uygun olmayan ve asir bir yanitin sonucudur. Otoimmdin hastaliklarin &rnekleri,
bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, diderleri arasinda, Addision hastaliini, alopesi
areatayi, ankilozan spondiliti, otoimmdun hepatiti, otoimmuan parotiti, Crohn hastaligini,
diyabeti (Tip 1), distrofik epidermoliz bulldzu, epididimiti, glomerulonefriti, Grave
hastaligini, Guillain-Barr sendromunu, Hashimoto hastalidini, hemolitik anemiyi,
sistemil lupus eritematdzl, multipl sklerozu, miyastenia gravisi, pemfigus vulgarisi,
psoriyazisi, romatizmal atesi, romatoid artriti, sarkoidozu, sklerodermayi, Sjogren
sendromunu, spondiloartropatileri, tiroiditi, vaskdliti, vitiligoyu, miksédemi, pemnisytz

anemiyi, Ulseratif koliti, igerir.

Burada kullanildigi sekliyle, "otolog" teriminin, bunun daha sonra bireye geri-

uygulandigi ayni bireyden taretilen herhangi bir malzemeyi ifade etmesi kastedilir.
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"Allojeneik”, ayni tariin farkh bir hayvanindan tiretilen bir grefli ifade eder.

"Ksenojeneik”, farkh bir tarin bir hayvanindan tiretilen bir grefti ifade eder.

Burada kullanildigi seklivle, "kanser” terimi, aberan hicrelerin ¢gabuk ve kontrolstiz
biiylimesi ile karakterize edilen bir hastalik olarak tanimlanir. Kanser hiicreleri, lokal
olarak veya kan dolagimi ve lenfatik sistem ile vicudun diger kisimlarina yayilabilir.
Cesitli kanserlerin 6rnekleri, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, meme kanserini,
prostat kanserini, ovaryan kanseri, servikal kanseri, cilt kanserini, pankreatik kanseri,
kolorektal kanseri, renal kanseri, karacider kanserini, beyin kanserini, lenfomayi,

I6semiyi, akciger kanserini ve benzerlerini icerir.

Burada kullanilan terim olarak "ko-stimulatdr ligand”, bir T hiicresi Uzerindeki bir soydas
ko-stimilatér molekill spesifik olarak baglayan, boéylece, émedin, bir TCR/CD3
kompleksinin peptit ile yiklenmis bir MHC moleklll ile baglanmasi ile saglanan primer
sinyale ek olarak, bunlarla sinidi kalmamak kaydiyla, proliferasyonu, aktivasyonu,
farkllasmay! ve benzerlerini igeren bir T hiicresi yanitina aracilik eden bir sinyal
saglayan, bir antijen sunan hiicre (érn., bir aAPC, dentritik hiicre, B hiicresi ve
benzerleri) Uzerindeki bir molekull igcerir. Bir ko-stimdlator ligand, bunlarla sinirh
kalmamak kaydiyla, CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BB, OX40L,
indiiklenebilir ko-stimilatdr ligandi {ICOS-L), interseliiler adhezyon molekilind (ICAM),
CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, lenfotoksin beta
reseptdruni, 3/TR6, ILT3, ILT4, HVEM, Toll ligandi reseptdrini badlayan bir agonisti
veya antikoru ve B7-H3 ile spesifik olarak baglayan bir ligandi icerebilir. Bir ko-
stimilator ligand ayrica, inter alia, bir T hiicresi Uzerinde bulunan bir ko-stimilator
molekul ile spesifik olarak badlayan bir antikoru, drnegin, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, lenfosit fonksiyonu-
iligkili antijen-1 {LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 ve CD83 ile spesifik olarak
baglayan bir ligandi, da kapsar.

Bir "ko-stimulatér molekil", bir ko-stimiilator ligand ile spesifik olarak baglayan, boylece
T hicresi ile bir ko-stimiilatdr yanita, érnedin, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla,
proliferasyona, aracilik eden, bir T hdcresi Uzerindeki soydas baglama partnerini ifade
eder. Ko-stimulatér molekiller, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, bir MHC sinif |

molekiliini, BTLA ve bir Toll ligand reseptdriind, icerir.
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Burada kullanildigi sekliyle, bir "ko-stimilatér sinyal®, bir primer sinyal ile
kombinasyonun, émegin, TCR/CD3 ligasyonunun, T hicresi proliferasyonuna ve/veya
anahtar molekillerin yukar yonde regulasyonunu veya agagl yonde regullasyonuna yol

agan hir sinyali ifade eder.

Bir "hastalik", bir hayvanmin bir saglik durumudur, burada hayvan homeostazi idame
ettiremez ve burada hastalik sadaltimadiginda, hayvanin saghigi kitlilesmeye devam
eder. Aksine, bir hayvanda bir "bozukluk”, hayvanin homeostazi idame ettirebildigi
ancak hayvanin saglik durumunun bunun bozukluk yoklugunda olacagina kiyasla daha
az iyi oldugu bir sadlk durumudur. Tedavi edilmeden birakildiginda, bir bozuklugun

hayvanin saglik durumunda ilave bir digise neden olmasi gerekmez.

Burada kullanildi§i sekliyle, bir "etkili miktar”, bir terapotik veya profilaktik yarar

saglayan bir miktar anlamna gelir.

"Sifreleyen”, tanimlanmig bir nikleotid dizisine (yani, rRNA, tRNA ve mRNA) veya
tanimlanmis bir amino asit dizisine ve bunlardan kaynaklanan biyolojik dzelliklere sahip
olan biyolojik proseslerde diger polimerin ve makro-molekillerin sentezi i¢in sablonlar
gorevi gbren, bir polinikleotid, drnedin, bir gen, bir cDNA veya bir mRNA, igindeki
spesifik nlkleotid dizilerinin kalitimsal 6zelligini ifade eder. Boylelikle, bir gen, bu gene
karsihk gelen mRNA'nin transkripsiyonu ve translasyonu bir hiicre veya bir baska
biyolojik sistem icinde protein Urettiinde, bir proteini sifreler. Hem nilkleotid dizisi
mRNA dizisine dzdeg olan ve genel olarak dizisi listelerinde saglanan kodlayan sarmal
hem de bir genin veya c¢DNA'nin transkripsiyonu icin gablon olarak kullanilan
kodlamayan sarmal, bu genin veya cDNA'min proteinini veya bagka Urinuna sifreledigi

seklinde ifade edilebilir.

Burada kullanildi§i sekliyle, "endojen” terimi, bir organizmadan, hicreden, dokudan
veya sistemden elde edilen veya bunlarin iginde (retilen herhangi bir maddeyi ifade

eder.

Burada kullanildidi sekliyle, "ekzojen" terimi, bir organizmadan, hicreden, dokudan
veya sistemden uygulanan veya bunlarin disinda Uretilen herhangi bir maddeyi ifade

eder.
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Burada kullanildigi sekliyle, "ekspresyon" terimi, bunun promotéri ile yon verilen bir

ozel nikleotid dizisinin transkripsiyonu ve/veya translasyonu olarak tanimlanir.

"Ekspresyon vektdri", eksprese edilecek olan bir niikleotid dizisine operatif olarak bagh
olan ekspresyon kontrol dizilerini iceren bir rekombinant polintkleotid i¢ceren bir vektor(
ifade eder. Bir ekspresyon vektdrl ekspresyon igin yeterli cis-etki eden elemanlar igerir;
ekspresyon igin diger elemanlar, konak hucre tarafindan veya bir in vitro ekspresyon
sistemi iginde saglanabilir. Ekspresyon vektorleri, teknikte bilinenlerin timdiind, érnegin,
rekombinant polinikleotidi biinyesinde barindiran kozmidleri, plazmitleri (6m., giplak
veya lipozomlar igine dahil edilmis) ve virlsleri (6rn., lentivirUsleri, retrovirlsleri,

adenovirusleri ve adenc-iligkili virusleri} icerir.

"Homolog", iki polipeptit arasindaki veya iki niikleik asit molekOll arasindaki dizi
benzerligini veya dizis 6zdesligini ifade eder. Dizilere kiyasla her ikisindeki bir pozisyon
ayni baz veya amino asit monomer alt-birimi tarafindan mesgul edildiginde, ém., iki
DNA molekiliinin her birindeki bir pozisyon adenin tarafindan mesgul edildidinde,
molekiller bu pozisyonda homologdur. ki dizi arasindaki homoloji yiizdesi, bir
karsilagtirilan pozisyonlarin sayisi ile bélinmis iki dizi tarafindan paylasilan eslesen
pozisyonlarin 10'unun 6’s1 eslestifinde veya homolog oldugunda, iki dizisi %60
homologdur. Ornek olarak, DNA dizileri ATTGCC ve TATGGC %50 homoloji paylasir.

Genel olarak, iki dizi maksimum homoloji vermesi igin hizalandiginda, bir karsilastirma

yapilir.

Burada kullamildigi sekliyle, "immunoglobilin® veya "lg" terimi, antikorlar olarak iglev
go6steren bir protein sinifi olarak tanimlanir. B hidcreleri tarafindan eksprese edilen
antikorlar bazen, BCR (B hicresi reseptori) veya antijen reseptorl olarak ifade edilir.
Bu protein sinifina dahil edilen bes lye, lgA, IgG, IgM, IgD ve IgE'dir. IgA, vicut
salgillarinda, o6rnegdin, tikdrikte, gdzyaslannda, anne siitliinde, gastrointestinal
salgilarda ve respiratuvar ve genitolriner yollarin mukus salgilarinda, bulunan primer
antikordur. 1gG, dolasimdaki en yaygin antikordur. IgM, godu sljede primer immun
vanhitta drelilen ana immidnoglobilindir. Bu, aglitinasyondaki, kompleman
fiksasyonundaki ve diger antikor yanitlarindaki en etkili imminoglobilindir ve
bakterilere ve virslere karsi savunmada onemlidir. 1gD, bilinen antikor fonksiyonu

olmayan, ancak bir antijen reseptérl gdrevi gorebilen immiinoglobdlindir. IgE, alerjene
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maruziyet lizerine mast hiicrelerin ve bazofillerden mediyatérlerin salimina neden olma

ile hemen hipersensitiviteye aracilik eden immunoglobulindir.

Burada kullanildigi sekliyle, bir “"editici materyal®, bulusun bilesimlerinin  ve
yontemlerinin yararhligini iletmek igin kullanilabilen bir yayini, bir kaydi, bir diyagrami
veya herhangi bir bagka ifade ortamini igerir. Bulusun kitinin egitici materyal, 6rnegin,
bulusun nikleik asidini, peptidini ve/veya bilesimini igeren bir kaba iligtirilebilir veya
bulusun nikleik asidini, peptidini ve/veya bilesimini igeren bir kap ile birlikte
nakledilebilir. Alternatif olarak, editici materyal egitici materyalin ve bilegigin alici ile ig

birligi yapilarak kullanilasi niyeti ile kaptan ayn bir sekilde nakledilebilir.

"Izole edilmis (izole)", dogal durumundan degistirimis veya uzaklagtirnimis anlamina
gelir. Ornegin, bir canli hayvanda dogal olarak bulunan bir niikleik asit veya bir peptit
"izole degildir", ancak bunun dogal durumunda birlikte-bulundugu maddelerden kismen
veya tamamen ayrilmis ayni niikleik asit veya peptit, "izoledir". Bir izole edilmis nikleik
asit veya protein, bilylk olglde saflastinlmis formda bulunabilir veya bir natif-olmayan

gevrede, drnedin, mesela, bir konak hiicre iginde, bulunabilir.

Mevcut bulusun baglaminda, yaygin clarak bulunan nukleik asit bazlar icin asadidaki
kisaltmalar kullanilir, "A" adenozini ifade eder, "C" sitozini ifade eder, "G" guanozini

ifade eder, "T" timidini ifade eder ve "U" (ridini ifade eder.

Aksi belirtiimedikge, "bir amino asit dizisi sifreleyen bir nikleotid dizisi”, bir digerinin
dejenerat versiyonlarl olan ve ayni amino asit dizisini sifreleyen tim ntkleotid dizilerini
icerir. Bir protein veya bir RNA sifreleyen nukleotid dizisi ifadesi ayrica, proteini
sifreleyen nikleotid dizisinin, bazi versiyonlarda, bir intron (intronlar) icerebilecedi

kadariyla intronlar da igerebilir.

Burada kullanildigi sekliyle, bir "lentivirlis”, Retroviridae familyasinin bir cinsini ifade
eder. Lentivirisler, boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmede retrovirlisler arasinda
essizdir; bunlar anlamh bir miktardaki genetik bilgiyi konak hiicrenin DNA's! igine
aktarabilir, béylece bunlar bir gen aktarim vektérindn en etkili ydntemlerinden biridir.
HIV, SIV ve FIV, tima lentivirislerin 6érnekleridir. Lentiviriislerden tiretilen vektorler, in

vivo gen transferinin anlamli dizeylerini basarmak igin araclar sunar.
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Burada kullanildigi sekliyle, "modile etme" terimi ile, bir tedavinin veya bilesidin
yoklugunda sujedeki bir yanitin duzeyi ile kargilastinldiginda ve/veya bunun disinda
Ozdes ancak tedavi edilmemis bir siijede bir yanitin duzeyi ile karsilastinldiginda bir
sijede bir yanitin diizeyinde saptanabilir bir artigsa veya diislse aracihk etme kastedilir.
Terim, bir natif sinyali veya yanitt bozmay ve/veya etkilemeyi, bdylece bir sljede,

tercihen, bir insanda, bir yararl terapotik yanita aracilik etmeyi, kapsar.

Aksi belirtiimedikge, "bir amino asit dizisini sifreleyen bir nikleotid dizisi®, bir digerinin
dejenerat versiyonlari olan ve ayni amino asit dizisini gifreleyen tm nukleotid dizilerini

icerir. Proteinleri ve RNA'y1 sifreleyen nilkleotid dizileri intronlar icerir.

"Operatif olarak bagl” terimi, bir regillatdr dizi ve bir heterolog nikleik asit dizisi
arasinda heterolog nikleik asit dizisinin ekspresyonuna neden olan fonksiyonel
baglantiyi ifade eder. Ornegin, bir birinci niikleik asit dizisi ikinci nikleik asit dizisi ile bir
fonksiyonel iliski iginde yer aldiginda, bir birinci nikleik asit dizisi bir ikinci nikleik asit
dizisi ile operatif olarak baghdir. Ornegin, promotor kodlayan dizisinin transkripsiyonunu
veya ekspresyonunu etkilediginde, bir promotor bir kodlayan diziye operatif olarak
baglidir. Genel olarak, operatif olarak bagli DNA dizileri bitisiktir ve iki protein kodlayan

bdlgenin birlesmesi gerektiginde, ayn) okuma gergevesi igindedir.

"Asiri-eksprese edilmis" tumor antijeni veya timdr antijeninin "asir-ekspresyonu”
teriminin, bu dokudan veya organdan bir normal hiicre icindeki ekspresyon diizeyine
kiyasla hastalarin spesifik bir dokusu veya organi iginde bir solid tmor gibi bir hastalik
alanindan bir hlcredeki timdr antijeninin ekspresyonunun anormal bir dizeyini
gostermesi amaglanir. Tumor antijeninin asin-ekspresyonu ile karakterize edilen solid
timaorlere veya bir hematolojik maligniteye sahip olan hastalar, teknikte bilinen standart

analizler ile belirlenebilir.

Bir immuinojenik bilesimin "parenteral” uygulamasi, 6rn., subkutan (s.c.), intravendz
(i.v.), intramiskuler (i.m.) veya intrasternal enjeksiyonu veya inflizyon tekniklerini, igerir.
"Hasta", "sje", "birey" ve benzeri terimler burada birbiri yerine kullanilir ve burada tarif
edilen, in vitro veya in situ, yontemler igin uygun olan herhangi bir hayvani veya bunun
hucrelerini ifade eder. Belirli sinirlayici olmayan uygulamalarda, hasta, suje veya birey

bir insandir.
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Burada kullanildidi sekliyle, "polinikleotid" terimi, bir ndkleotid zinciri olarak tanimlanir.
Dahasi, nukleik asitler nuakleotid polimerleridir. Béylelikle, burada kullanildigr sekliyle
nukleik asitler veya polinikleotidler birbiri ile degistirilebilir. Teknikte uzmanhgi olan bir
kisi, nOkleik asitlerin, monomerik "nikleotidlere” hidrolize edilebilen, polinikleotidler
oldugu genel bilgisine sahip olacaktir. Monomerik nikleotidler, nikleosidlere hidrolize
edilebilir. Burada kullanidi§i sekliyle, polintkleotidler, bunlarla sinirfi kalmamak
kaydiyla, sinidandirma olmaksizin, rekombinant vollar, yani, bir rekombinant
kiitiiphaneden veya bir hiicre genomundan niikleik asit dizilerinin, olagan klonlama
teknolojileri veya PCR™ kullanilarak klonlanmasini, ve benzerlerini igeren teknikte
mevcut olan herhangi bir arag ile veya sentetik aracglar ile elde edilen tiim nikleik asit

dizilerini igerir.

Burada kullanildi§i sekliyle, "peptit”, "polipeptit”™ ve "protein” terimleri, birbiri yerine
kullanilir ve peptit baglan ile kovalent olarak bagli olan amino asit rezidilerinden olusan
bir bilesigi ifade eder. Bir protein veya peptit, en az iki amino asit icermelidir ve bir
protein veya peptit dizisinin igerebilecedi amino asitlerin maksimum sayisi konusunda
bir sinirlandirma yoktur. Polipeptitler, bir diderine peptit baglari ile bagh olan iki veya
daha fazla amino asit iceren herhangi bir peptidi veya proteini igerir. Burada kullanildidi
sekliyle, terim hem ayni zamanda teknikte yaygin bir sekilde, ornegin, peptitler,
oligopeptitler ve oligomerler olarak ifade edilen kisa zincirleri, hem de ¢ok fazla tipi
olan, genel olarak teknikte proteinler olarak ifade edilen, uzun zincirleri ifade eder.
"Polipeptitler®, digerleri arasinda, ornegin, biyolojik olarak aktif fragmanlar, buyilk
dlglide homolog polipeptitleri, oligopeptitleri, homodimerleri, heterodimerleri,
polipeptitlerin varyantlarini, modifiye edilmis polipeptitleri, tirevleri, analoglari, fizyon
proteinlerini, icerir. Polipeplitler, dogal peptitleri, rekombinant peptitleri, sentetik

peptitleri veya bunlarin bir kombinasyonunu igerir.

Burada kullanildigr sekliyle, "promotdr" terimi, hicrenin sentetik mekanizmasi
tarafindan taninan veya sentetik mekanizmaya uygulanan, bir poliniiklectid dizisinin

spesifik transkripsiyonunu baslatmak igin gerekli olan, bir DNA dizisi olarak tanimlanir.

Burada kullanildigi sekliyle, "promotdr/regllatér dizi" terimi, promotdr/regilatér dizisine
operatif olarak bagli olan bir gen Grinunin ekspresyonu icin gerekli olan bir nukleik asit
dizisi anlamina gelir. Bazi durumlarda, bu dizi, ¢ekirdek promotdér dizisi olabilir ve diger

durumlarda, bu dizi ayrica, bir hizlandirici dizisi veya gen Urlintniin ekspresyonu igin
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gerekli olan baska regilatdr elemanlar da icerebilir. Promotdr/reglatér dizi, drnedin,

gen urunidnad bir doku spesifik sekilde eksprese eden bir dizi olabilir.

Bir "konstit(itif" promotér, bir gen Orlndnd sifreleyen veya belirten bir polindkleotid ile
operatif olarak bagh oldugunda gen Grindnun hilcrenin gogu veya tam fizyolojik

kosullan altinda bir hiicre iginde Uretilmesine neden olan, bir nikleotid dizisidir.

Bir "indiiklenebilir' promotor, bir gen Urlintint sifreleyen veya belirten bir polinikleotid
ile operatif olarak bagli oldugunda gen Urinunin bir hicrede blyUk dl¢lide yalnizca
promotdre karsilik gelen bir indikleyici hicre iginde bulundugunda dretilmesine neden

olan, bir nukleotid dizisidir.

Bir "soku-spesifik" promotdr, bir geni sifreleyen veya bir gen tarafindan belirten bir
polinikleotid ile operatif olarak bagh oldugunda gen Grinindn bir hicrede biylk
Olciide yalnizca hiicre promotdre karsilik gelen doku tipinin bir hiicresi oldugunda

Uretilmesine neden olan, bir ntikleotid dizisidir.

Bir antikora iliskin burada kullanildi§i sekliyle "spesifik olarak baglar" terimi ile, bir
spesifik antijeni taniyan, ancak bir ornek iginden dider molekdlleri blayuk olgude
tanimayan veya baglamayan bir antikor kastedilir. Ornegin, bir baska tiirden bir antijeni
spesifik olarak badlayan bir antikor ayrica, bir veya birden fazla tirden bu antijeni de
baglayabilir. Buna ragmen, bu tarz gapraz-tir reaktivitesi kendi basina, bir antikorun
spesifik olarak siniflandirimasini dedistirmez. Bir bagka ormekte, bir antijeni spesifik
olarak baglayan bir antikor ayrica, antijenin farkli allelik formlarini da badlayabilir. Buna
ragmen, bu tarz c¢apraz reaktivite kendi basina, bir antikorun spesifik olarak
siniflandinimasini degistirmez. Bazi durumlarda, "spesifik baglama" veya "spesifik
olarak baglama" terimleri, bir antikorun, bir proteinin veya bir peptidin bir ikinci kimyasal
tir ile etkilesime atfen, etkilesimin kimyasal tlr Gzerinde 6zel bir yapinin (6rn., bir
antijenik belirleyicinin veya epitopun) varhigina bagh oldugunu kastetmek igin
kullanilabilir; 6rnegin, bir antikor genel olarak proteinlerden ziyade spesifik bir protein
yapisini tanir ve baglar. Bir antikor epitop "A"ya spesifik oldugunda, etiketlenmig "A" ve
antikor iceren bir reaksiyonda, epitop A iceren bir moleklilin (veya serbest,

etiketlenmemis A’nin) varhigi, antikora baglh etiketlenmis A'nin miktarini dasdrecektir.
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"Stimulasyon” terimi ile, bir stimilator molekilin (6rn., bir TCR/CD3 kompleksinin)
bunun soydas ligand: ile badlama ile indiklenmig, bdylece bir sinyal iletim yoluna,
omegin, bunlarla sinirfh kalmamak kaydiyla, TCR/CD3 kompleksi yoluyla sinyal
iletimine, aracilik eden, bir primer yanit kastedilir. Stimllasyon, belirli molekdllerin
degistiriimis ekspresyonuna, ornegin, TGF-B'nin asadl yonde regllasyonuna ve/veya

sitoskeletal yapilarin yeniden-organizasyonuna ve benzerlerine aracilik edebilir.

Burada kullanilan terim olarak bir "stimilator molekild" bir antijen sunan hicre
tzerinde bulunan bir soydag stimulator ligandi ile spesifik olarak baglayan bir T hiicresi

Uzerinde bulunan bir molekil anlamina gelir.

Burada kullanildigi sekliyle, bir "stimilatdr ligandl”, bir antijen sunan hicre (ém., bir
aAPC, bir dentritik hiicre, bir B-hucresi ve henzerleri) Gzerinde bulundugunda, bir T
hiicresi Uzerinde (burada bir "stimilatér molekill" olarak ifade edilen) bir soydas
badlama partneri ile spesifik olarak baglayabilen, boylece bunlarla sinirh kalmamak
kaydiyla, aktivasyonu, bir immiin yanitin baslatilmasini, proliferasyonu ve benzerlerini
iceren, T hicresi tarafindan bir primer yanita aracilik eden, bir ligand anlamina gelir.
Stimdlator ligandlar teknikte iyi-bilinir ve, infer alia, bir peptit ile ylkli olan bir MHC Sinif
| maolekilund, bir anti-CD3 antikorunu, bir siper-agonist anti-CD28 antikorunu ve bir

sUper-agonist anti-CD2 antikorunu kapsar.

"Sije” teriminin, bir immun yanitin meydana getirilebildigi canh organizmalari (6m.,
memelileri) icermesi amaglanir. Sijelerin drnekleri, insanlan, kopekleri, kedileri, fareleri,

sicanlari ve bunlarin transgenik tirlerini icerir.

Burada kullanildigi sekliyle, bir "buyuk élgude saflagtinlmig” hicre, esas olarak diger
hicre tiplerinden yoksun olan bir hiicredir. Bir blylk &lglde saflagtinimis hicre ayrica,
bunun normalde bunun dodal olusumlu halinde bunlarla iliskili oldugu diger hicre
tiplerinden aynlmis olan bir hiicreyi de ifade eder. Bazi durumlarda, biylk olgiide
saflagtinimis hicrelerin bir popilasyonu, hiicrelerin bir homojen popilasyonunu ifade
eder. Dider durumlarda, bu terim basit bir sekilde, bunlarin dogal hallerinde bunlarla
iliskili olan hicrelerden ayrilmis olan hicreyi ifade eder. Bazi uygulamalarda, hicreler

in vitro kiltirlenir. Diger uygulamalarda, hicreler in vitro kiltirlenmez.
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Burada kullanildi§i sekliyle, "terapétik” terimi, bir tedavi ve/veya profilaksi anlamina
gelir. Bir terapdtik etki, bir hastalik halinden stpresyon, remisyon veya eradikasyon ile

elde edilir.

"Terapdtik olarak etkili miktar" terimi, s6z konusu bilesigin arastirmaci, veteriner, tibbi
doktor veya bagka klinisyen tarafindan arastinimakta olan bir dokunun, sistemin veya
siljenin biyolojik veya tibbi yanitini meydana getirecek olan miktarini ifade eder.
"Terapotik olarak etkili miktar" terimi, bir bilesigin, uygulandidinda, tedavi edilmekte
olan bozuklugun veya hastalhgin bulgularinin veya semptomlarinin birinin veya birden
fazlasinin gelismesini dnlemek veya bunlar bir dereceye kadar hafifletmek icin etkili
olan miktarini icerir. Terapdétik olarak etkili miktar, bilegige, hastaliga ve bunun
siddetine tedavi edilecek olan sljenin yasina, kilosuna, vb. badh olarak g¢esitlilik

gOsterecektir.

Burada kullanilan terim olarak bir hastaligi "tedavi etmek", bir stjenin sahip oldugu bir
hastaligin veya bozuklugun en az bir bulgusunun veya semptomunun sikhgini ve

siddetini azaltma anlamina gelir.

Burada kullanildigi sekliyle, "transfekte edilmig" veya "transforme edilmis" veya
"aktarilmig" terimi, bununla ekzojen niikleik asidin konak hiicreye transfer edildidi veya
uygulandigi bir prosesi ifade eder. Bir "transfekte edilmis" veya "transforme edilmis"”
veya "aktarilmis” hiicre, ekzojen niikleik asit ile transfekte edilmis, transforme edilmis

veya aktarilmis hicredir. Hiicre, primer suje hicresini veya bunun projenisini igerir.

Burada kullanildigi sekliyle, "transkripsiyonel kontrol altinda" veya "operatif olarak
bagl" ifadesi, promotdrin RNA polimeraz ile transkripsiyonun baglatimasini ve
polintkleotidin ekspresyonunu kontrol etmek igin bir poliniklectide istinaden dogru

lokasyonda ve oryantasyonda oldugu anlamina gelir.

Bir "vektor", bir izole edilmis nlkleik asit igeren ve izole edilmis nikleik asidi bir
hicrenin igine aktarmak icin kullanilabilen bir madde bilegimidir. Bunlarla sinirh
kalmamak kaydiyla, lineer polintkleotidleri, iyonik veya amfifilik bilesikler ile ilgili olan
polindkleotidleri, plazmitleri ve virdsleri iceren cok sayida vekidr teknikte bilinir.
Boylelikle, "vektor" terimi, bir otonomik olarak kopyalayan plazmidi veya bir viraso

icerir. Terimin ayrica, nlkleik asidin hicrelere transferini kolaylastiran plazmit-almayan
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ve viral-olmayan bilesikleri, érnedin, mesela, polilizin bilesiklerini, lipozomlar ve
benzerlerini, icerdigi sekilde de yorumlanmalidir. Viral vektdrlerin émekleri, bunlarla
sinirh - kalmamak kaydiyla, adenoviral vektorleri, adeno-iligkili viris vektdrlerini,

retroviral vektérleri ve benzerlerini igerir.

Araliklar: bu aciklama boyunca, bulusun cesitli yonleri bir aralik formatinda sunulabilir.
Aralik formatindaki agiklamanin yalnizca kolaylik ve 6zlullk i¢in oldugu anlasilimahdir
ve bulusun kapsami konusunda esnetilemeyen bir sinirlandirma seklinde anlam
¢gikanimamalidir. Bu dogrultuda, bir arahigin agiklamasinin, spesifik olarak aciklanan
tam olasi alt-araliklara ayni zamanda bu aralik i¢cindeki minferit sayisal dederlere sahip
oldugu géz éniinde bulundurulmalidir. Ornegin, bir araligin, érnegin, 1 ila 6 araliginin,
aciklamasinin spesifik olarak agiklanan alt-araliklara, érnedin, 1ila 3, 1ila 4, 1ila 5, 2
ila 4, 2ila 6, 3ila 6, vb. araliklara ayn1 zamanda bu aralik igindeki mdnferit sayilara,
oémegdin, 1, 2, 3,7, 3, 4, 5, 5,3 ve 6'ya, sahip oldugu géz éninde bulundurulmahdir. Bu

arahgin genigligine bakilmaksizin gegerlidir.

Aciklama

Aciklama

Mevcut bulus kanseri tedavi etmek igin bilesimler saglar. Kanser, bir hematolojik
malignite, bir solid timdr, bir primer veya hir metastaz yapan timdér olabilir. Tercihen,
kanser, bir hematolojik malignitedir ve daha tercihen, kanser Kronik Lenfositik
Losemidir (CLL).

Bir uygulamada, bulug bir CAR eksprese etmesi icin muhendislik uygulanmig bir T
hicresi saglar, burada CAR T hucresi, burada tanimlandidi Gizere bir anti-timaor ozellik
goOsterir. CAR’'a, T hicresi antijen reseptorli kompleksi zeta zincirinin CD3 zeta
intraselller sinyalleme alanina kaynastinimis bir CD 19 antijen baglama alanina sahip
olan bir ekstrasellller alan icermesi igin mihendislik uygulanabilir. Bir T hlicresi iginde
eksprese edildiginde CAR, antijen baglama &zgulligine dayanarak antijen tanimayi
yveniden-ydnlendirebilir. CD192, maligne B hicreleri lGzerinde eksprese edilir. Antijen
baglama kismi, bir ko-stimulatdér molekalden bir intraselller alan ve bir CD137 (4-1BB)

sinyalleme alani ve bir CD3-zeta sinyal alani olan bir zeta zinciri ile kaynasgtinlir.
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Burada tarif edildidi Gzere, CAR, bir CD137 (4-1BB) sinyalleme alani icerir. Bunun
nedeni, mevcut bulusun kismen, CAR-aracih T-hdcresi yanitlannin  ko-stimulator
alanlarin eklenmesi ile ilaveten hizlandirilabilecegi kesfine dayanmasidir. Ornegin,
CD137 {4-1BB) sinyalleme alaninin dahil edilmesi, anti-timdr aktivitesini ve CAR T
hucrelerinin in vivo devamhhgim CD137 (4-1BB) eksprese etmesi i¢cin muhendislik
uygulanmamis bunun disinda 6zdes olan CAR T hiicresine kiyasla anlamh bir sekilde

arttirmigtir.

Bilesim

Mevcut bulug, burada tammlandigi Gzere bir ekstraseliler ve intraseliler alan icere bir
kimerik antijen reseptdrii {CAR) eksprese etmesi i¢in genetik olarak modifiye edilmis t
hicrelerinin kullanidmasin saglar. Ekstraselller alan, aksi durumda bir antijen badlama
kismi olarak ifade edilen bir hedef-spesifik baglama eleman igerir. intraseliler alan
veya aksi durumda sitoplazmik alan, bir ko-stimilatdr sinyalleme bdlgesi ve bir zeta
zincir kismi igerir. Ko-stimilator sinyalleme bdlgesi, bir ko-stimiilatér molekdlin
intraseldler alanini iceren bir CAR kismini ifade eder. Ko-stimulatér molekdller, antijen
reseptdrleri veya bunlarin lenfositlerin antijene etkili bir yaniti i¢in gerekli olan ligandlarn

digindaki hiicre ylzeyi molekulleridir.

CAR'In ekstraseliiler alani ve transmembran alani arasina veya CAR'in sitoplazmik
alani ve transmembran alani arasina, bir aralayici alan katilabilir. Burada kullanildidi
sekliyle, "aralayici alan™ terimi genel olarak, polipeptit zinciri iginde transmembran alani
ya ekstraselller alana veya sitoplazmik alana badlama gérevi géren herhangi bir oligo-
veya polipeptit anlamina gelir. Bir aralayici alan, en fazla 300 amino asit, tercihen 10

ila 100 amino asit ve en tercihen 25 ila 50 amino asit icerebilir.

Antijen baglama kismi

Burada tarif edilen CAR, aksi durumda bir antijen badlama kismi olarak ifade edilen bir

hedef-spesifik baglama elemani igerir.

Mevcut a¢iklamanin baglaminda, "tumér antijeni" veya "hiperproliferatif bozukluk
antijen” veya "bir hiperproliferatif bozukluk ile iligkili antijen”, spesifik hiperproliferatif

bozukluklar, drnedin, kanser, i¢in ortak olan antijenleri ifade eder. Burada tartisilan
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antijenler yalnizca &érnek olarak dahil edilir. Listenin diglayan olmasi amaclanmaz ve

ilave drnekler teknikte uzmanh@i olan kisiler tarafindan kolaylikla gorulecektir.

Tdmdr antijenleri, bir immun yanit, 6zellikle T-hlcresi aracili immin yanitlar, meydana
getiren tumor hucreleri tarafindan Uretilen proteinlerdir. Timor antijenleri teknikte iyi
bilinir ve drnegin, bir gliyom-iliskili antijeni, karsinoembriyonik antijeni {(CEA), B-insan
koryonik gonadotropini, alfafetoproteini (AFP), lektin-reaktif AFP, tiroglobiilin, RAGE-1,
MN-CA IX, insan telomeraz ters transkriptaz, RU1, RU2 (AS), intestinal karboksil
esteraz, mut hsp70-2, M-CSF, prostaz, prostat-spesifik antijen (PSA), PAP, NY-ESO-1,
LAGE-1a, p53, prostein, PSMA, Her2/neu, survivin ve telomeraz, prostat-karsinom
tamord antijen-1 (PCTA-1), MAGE, ELF2M, notrofil elastaz, efrinB2, CD22, insulin

blylme faktdrii (IGF)-1, IGF-II, IGF-I reseptéri ve mezotelin, icerir.

Maligne timédrler bir immin saldin igin hedef antijenler olarak goérev alabilen cok sayida
protein eksprese eder. Bu molekuller, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, doku-spesifik
antijenleri, 6rnegin, melanomda MART-1, tirozinaz ve GP 100 ve prostat kanserinde ve
prostatik asit fosfataz (PAP) ve prostat-spesifik antijen (PSA) icerir. Dider hedef
molekiller, transformasyon-iligkili moleklller grubuna, &rnedin onkogen HER-
2/Neu/EhB-2, ait olabilir. Hedef antijenlerin daha baska bir grubu, onko-fetal
antijenlerdir, 6rnegin, kasinoembriyonik antijendir (CEA). B-hiicresi lenfomasinda,
tiimor-spesifik idiyotip immUnoglobiilin, minferit timdre 6zgl olan bir tamamen timaor-
spesifik immunoglobilin antijeni olusturur. B-hlicresi farklilasma antijenleri, drnegin,
CD19, CD20 ve CD37, B-hicresi lenfomasinda hedef antijenler i¢in diger adaylardir.
Bu antijenlerin bazilan (CEA, HER-2, CD19, CD20, idiyotip), monoklonal antikorlar ile

sinirh basari ile pasif immunoterapi igin hedefler olarak kullaniimistir.

Aciklamada ifade edile tumor antijen tipi ayrica, bir timor-spesifik antijen (TSA) veya
bir timdr-iligkili antijen (TAA) de olabilir. Bir TSA, tOmdér hlicrelerine 6zgudir ve
vilcudun diger hiicreleri {izerinde bulunmaz. Antijen ile iliskili bir TAA, bir timor
hiicresine 6zgl degildir ve bunun yerine antijene bir imminclojik tolerans halini
indiiklemeyen kosullar altinda bir normal hiicre lzerinde de eksprese edilir. TUmor
Uzerinde antijenin ekspresyonu, immin sistemin antijene yanit vermesine olanak
saglayan kosullar altinda gerceklesebilir. TAA'lar, immun sistem immatir oldugunda ve
yanit veremediginde fetal gelisim sirasinda normal hucreler Gzerinde eksprese edilen

antijenler olabilir veya bunlar normal hicreler (zerinde narmalde hayli dlslk dizeyler
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bulunan, ancak timér hiicreleri Gzerinde daha yilksek dizeylerde eksprese edilen

antijenler olabilir.

TSA veya TAA antijenlerinin sinirlayict olmayan dérnekleri asagdidakileri igerir:
Farkhlasma antijenleri, omedin, MART-1/MelanA (MART-1), gp100 (Pmel 17),
tirozinaz, TRP-1, TRP-2 ve timor-spesifik gok-soylu antijenler, drnegdin, MAGE-1,
MAGE-3, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, p15; asir-eksprese edilmis embriyonik antijenler,
ornegin, CEA; asin-eksprese edilmis onkogenler ve mutasyona ugratilmis timor-
sipresdr genleri, drnedin, p53, Ras, HER-Z/neu; kromozomal translokasyonlardan
kaynaklanan tamér antijenleri; érnedin, BCR-ABL, E2A-PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-
RAR; ve viral antijenler, 6rnegin, Epstein Barr virusd antijenleri EBVA ve insan
papillomaviriistt (HPV) antijenleri E6 ve E7. Didger biylk, protein-temelli antijenler,
TSP-180, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESO, p185erbB2, p180erbB-3, c-
met, nm-23H1, PSA, TAG-72, CA 18-9, CA 72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, beta-
Katenin, CDK4, Mum-1, p 15, p 16, 43-9F, 5T4, 791Tgp72, alfa-fetoprotein, beta-HCG,
BCA225, BTAA, CA 125, CA 15-3\CA 27 29\BCAA, CA 195, CA 242, CA-50, CAM43,
CD68\P1, CO-029, FGF-5, G250, Ga733\EpCAM, HTgp-175, M344, MA-50, MG7-Ag,
MOV18, NB/70K, NY-CO-1, RCAS1, SDCCAG16, TA-90\Mac-2 baglama
proteinitsiklofilin C-iligkili protein, TAALG, TAG72, TLP ve TPS'vi igerir.

Burada aciklandigi (zere, diger antijenler, CD20, CD22, ROR1, Mezotelin,
CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, Glikolipit F77, EGFRVIII, GD-2, MY-ESO-1 TCR, MAGE A3

TCR ve benzerlerini igerir.

Burada tarif edildigi Gzere, bulusun CAR'inin antijen baglama kismi parcasi, CD19'u
hedef alir. Tercihen, bulugsun CAR’I igindeki antijen baglama kismi par¢asi anti-CD19
scFv'dir, burada anti-CD19 scFv'nin nlkleik asit dizisi, SEQ ID NO: 14'te izah edilen
diziyi igerir. Alternatif olarak, anti-CD19 scFv, SEQ ID NO: 20'nin amino asit dizisini

CD19 scFv kismi SEQ ID NO: 20’de izah edilen amino asit dizisini igerir.

Transmembran alan

Transmembran alana gelince, CAR, CAR'In ekstraseliler alanina kaynagan bir

transmembran alan icermesi icin tasarlanabilir. Bir uygulamada, CAR ig¢indeki alanlarin
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biri ile dodal olarak iliskili olan transmembran alan kullanilir. Bazi durumlarda,
transmembran alan, reseptdér kompleksinin diger uyeleri ile etkilesimi minimuma
indirmek i¢gin bu tarz alanlarn aym veya farkli yuzey membran proteinlerinin
transmembran alanlarini badlamasini énlemek igin segilebilir veya amino asit

substitisyonu ile modifiye edilebilir,

Transmembran alan, bir dodal veya bir sentetik kaynaktan turetilebilir. Kaynak dogal
oldugunda, alan, herhangi bir membran-bagh veya transmembran proteinden
taretilebilir. Bu bulusta 6zel kullanimin transmembran bélgeleri, T-hicresi reseptdru,
CD28, CD3 epsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64,
CD80, CD86, CD134, CD137, CD154, alfa, beta veya zeta zincirinden tlretilebilir (yani,
bunlarin en azindan transmembran bdlgesini (bdlgelerini) igerir). Alternatif olarak,
transmembran alan sentetik olabilir, bu durumda, bu agirlikli olarak hidrofobik rezidduler,
érmegdin, lésin ve valin igerecektir. Tercihen, bir fenilalanin, triptofan ve valin Uglisi bir
sentetik transmembran alanin her bir ucunda bulunacaktir. Opsiyonel olarak, tercihen 2
ila 10 amino asit uzunlugunda olan, bir kisa oligo- veya polipeptit baglayici, CAR'In
transmembran alani ve sitoplazmik sinyalleme alani arasinda badlanti olusturabilir. Bir

glisin-serin ikilisi, 6zel olarak uygun bir baglayici sadlar.

Tercihen, bulusun CAR’I icindeki transmembran alani, CD8 transmembran alanidir. Bir
uygulamada, CD8 transmembran alani, SEQ ID NO: 16’nin niikleik asit dizisini igerir.
Bir uygulamada, CD8 transmembran alani, SEQ ID NO: 22'nin amino asit dizisini
sifreleyen nukleik asit dizisini icerir. Bir baska uygulamada, CD8 transmembran alani,
SEQ ID NO: 22'nin amino asit dizisini icerir.

Bazi durumlarda, bulusun CAR’inin transmembran alani, CD8a mentese alani icerir.
Bir uygulamada, CD8 mentese alani, SEQ ID NO: 15’in nikleik asit dizisini igerir. Bir
uygulamada, CD8 mentese alani, SEQ ID NO: 271'in amino asit dizisini sifreleyen
niikleik asit dizisini igerir. Bir bagska uygulamada, CD8 mentese alani, SEQ ID NO: 21'in

amino asit dizisini igerir.

Sitoplazmik alan

Bulusun CAR nin sitoplazmik alani veya aksi durumda intraseluler sinyalleme alani,

icine CARIn yerlestirildigi immdn hicrenin normal efektor fonksiyonlarinin en az birinin
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fonksiyonunu ifade eder. Bir T hacrenin efekidr fonksiyonu, drnedin, sitolitik aktivite
veya sitokinlerin salgilanmasini iceren yardime aktivite olabilir. Boylelikle, "intraseluler
sinyalleme alani” terimi, bir proteinin efektér fonksiyon sinyalini ileten ve hicreyi
Ozellesmis bir fonksiyonu gergeklestirmeye yonlendiren kismini ifade eder. Genel
olarak, tUm intraselliler sinyalleme alani kullanilabilirken, ¢ogu durumda, tim zinciri
kullanmak gerekli degildir. intraseliler sinyalleme alaninin kirpilmig bir kisminin
kullanildigi dlgiide, bu tarz kirpilmis kisim, bu efektor fonksiyon sinyalini ilettigi surece
aynen zincirin yerine kullanilabilir. Dolayisiyla, intraseliler sinyalleme alani teriminin,
intraselller sinyalleme alaninin efektdér fonksiyon sinyalini iletmek icin yeterli olan

kirpilmig herhangi bir kismini icermesi kastedilir.

Bulusun CAR'I iginde kullaniimasi igin intraseldler sinyalleme alanlar, T hdcresi
reseptorinin (TCR) ve antijen reseptdrl engajmanini takiben sinyal iletimi baslatmaya
uygun sekilde etki eden ko-reseptorlerin sitoplazmik dizilerini ayni zamanda bu dizilerin
herhangi bir tlrevini veya varyantini ve burada tanimlanan ile ayni fonksiyonel

yeteneklilie sahip olan herhangi bir sentetik diziyi icerir.

Tek basina TCR yoluyla Uretilen sinyallerin T hlicrenin tam aktivasyonu igin yetersiz
oldugu ve bir sekonder veya ko-stimilatér sinyalin de gerekli oldugu hilinir. Béylelikle, T
hiicresi aktivasyonuna sitoplazmik sinyalleme dizisinin iki ayn sinifi tarafindan aracilik
edildigi sdylenebilir: TCR (primer sitoplazmik sinyalleme dizileni) yoluyla antijen-bagimh
primer aktivasyonu baglatanlar ve bir sekonder veya ko-stimilatdr sinyal (sekonder
sitoplazmik sinyalleme dizileri) saglamak icin antijenden-bagimsiz bir sekilde etki

edenler.

Primer sitoplazmik sinyalleme dizileri, ya bir stimdlatdr yolu ile ya da bir inhibitdr yolu ile
TCR kompleksinin primer aktivasyonunu reglle eder. Bir stimilator sekilde etki eden
primer sitoplazmik sinyalleme dizileri, immiino-reseptdr tirozin-temelli aktivasyon

motifleri veya ITAM'lar olarak bilinen sinyalleme motifleri igerebilir.

Ozel kullanimi olan primer sitoplazmik sinyalleme dizileri iceren ITAM 6rnekleri, TCR
zeta'dan, FcR gama'dan, FcR bela’dan, CD3 gama'dan, CD3 delta'dan, CD3
epsilon’dan, CD5ten, CD22'den, CD79a'dan, CD79b'den ve CD66d'den tiretilenleri
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icerir. Bulusa goére, bulusun CAR’l i¢indeki sitoplazmik sinyalleme molekdli, CD3

zeta'dan tdretilen bir sitoplazmik sinyalleme dizisi icerir.

CAR'In sitoplazmik alani, 4-1BB ko-stimUlatér molekilinun intraseliler alanini igeren
CAR'in bir kismini ifade eden bir ko-stimilatér sinyalleme bélgesi ile birlestirilmis CD3-
zeta sinyalleme alanm igerir. Bir ko-stimilator molekdl, bir antijen reseptdri veya
bunlarin bir antijene lenfositlerin etkili bir yaniti igin gerekli olan ligandlar disindaki bir
hiicre ylzeyi molekiliidiir. Diger bu tarz molekillerin érnekleri, CD27, CD28, (CD137),
0X40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, lenfosit fonksiyonu-iligkili antijen-1 (LFA-1), CD2,
CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 ve CD83 ile spesifik olarak badlayan bir ligandi ve

benzerlerini icerir.

Bulusun CAR'Inin sitoplazmik sinyalleme kismi igindeki sitoplazmik sinyalleme dizileni,
bir rastgele veya belirli sirada bir digerine baglanabilir. Opsiyonel olarak, tercihen 2 ila
10 amino asit uzunlugunda olan, bir kisa oligo- veya polipeptit baglayici baglantiyi

olusturabilir. Bir glisin-serin ikilisi, bir 6zel olarak uygun baglayici saglar.

Sitoplazmik alan, CD3-zeta’'nin sinyalleme alanini ve 4-1BB'nin sinyalleme alanini

icermesi igin tasarlanir.

Bir uygulamada, bulusun CAR’l igindeki sitoplazmik alan, 4-1BB’nin sinyalleme alanini
ve CD3-zeta’nin sinyalleme alanini igermesi igin tasarlanir, burada 4-1BB’nin
sinyalleme alani SEQ ID NO: 17'de izah edilen nikleik asit dizileri igerir ve CD3-

zeta'’nin sinyalleme alani, SEQ ID NO: 18'de izah edilen nikleik asit dizisi igerir.

Bir uygulamada, bulusun CAR’1 igcindeki sitoplazmik alan, 4-1BB'nin sinyalleme alanin
ve CD3-zeta'nin sinyalleme alanini igermesi igin tasarlanir, burada 4-1BB'nin
sinyalleme alani SEQ ID NO: 23’Gn amino asit dizisini sifreleyen niikleik asit dizisini
icerir ve CD3-zeta'nin sinyalleme alani SEQ ID NO: 24'(in amino asit dizisini sifreleyen

nukleik asit dizisini igerir.

Bir uygulamada, bulusun CAR'l icindeki sitoplazmik alan, 4-1BB’nin sinyalleme alanini
ve CD3-zeta'nin sinyalleme alanini i¢ermesi icin tasarlanir, burada 4-1BB’nin
sinyalleme alani SEQ ID NO: 23’te izah edilen amino asit dizisini icerir ve CD3-zeta'nin

sinyalleme alani SEQ ID NO: 24'te izah edilen amino asit dizisini icerir.
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Vektorler

Mevcut aciklama, bir CAR'in dizilerini iceren bir DNA yapisini kapsar, burada dizi, bir
intraselUler alanin, yani, CD3-zeta'nin ve 4-1BB’nin intraselller alanlarinin, nukleik asit

dizine operatif olarak bagl olan bir antijen baglama kisminin niikleik asit dizisini icerir.

Bir uygulamada, bulusun CAR'I, anti-CD19 scFv, insan CD8 mentese ve
transmembran alani ve insan 4-1BB ve CD3-zeta sinyalleme alanlar igerir. Bir
uygulamada, bulusun CAR'l, SEQ ID NO: 8'de izah edilen niikleik asit dizisi icerir. Bir
bagka uygulamada, bulusun CAR’, SEQ ID NO: 12°nin amino asit dizisini sifreleyen
nukleik asit dizinini icerir. Bir bagka uygulamada, bulusun CAR'l, SEQ ID NO: 12'de

izah edilen amino asit dizisini igerir.

Arzu edilen molekilleri kodlayan nlkleik asit dizileri, teknikte bilinen rekombinant
yontemler kullanilarak, émegin, mesela, standart teknikler kullanilarak, geni eksprese
eden hicrelerden kituphaneleri tarama ile, bunu icerdigi bilinen bir vektdrden geni
taretme ile veya bunu iceren hiicrelerden veya dokulardan dodrudan izole etme ile,
elde edilebilir. Alternatif olarak, ilgili gen, klonlanmaktan ziyade sentetik olarak

uretilebilir,

Mevcut agiklama ayrica, mevcut bulusun bir DNA’sinin bunun igine yerlestirildidi
vektdrleri de saglar. Retroviruslerden, drnegin, lentiviristen, tdretilen vektdrler, uzun-
sireli, kararli bir gen entegrasyonunu ve bunun yavru hiicrelere propagasyonuna izin
verdiginden, bunlar uzun-sireli gen transferi bagsarmak i¢in uygun araglardir. Lentiviral
vektorler, onko-retroviruslerden, dérnegin, murin  [dsemi viraslerinden, turetilen
vektorlere  kiyasla, bunlarin  ¢odalmayan hucrelere, 06rnegin, hepatositlere,
aktarabilmesi ag¢isindan eklenmis avantaja sahiptir. Bunlar ayrica, dusik

immunojenisite nin eklenmis avantajina da sahiptir.

Kisa ozet olarak, CAR’'lan sifreleyen dodal veya sentetik niikleik asitlerin ekspresyonu
tipik olarak, CAR polipeptidini veya bunun kisimlarini sifreleyen bir nikleik asidi bir
promotore operatif olarak baglama ve yapiyi bir ekspresyon vektérl binyesine katma
ile basarnhr. Vektdrler replikasyon ve entegrasyon dkaryotlan icin uygun olabilir. Tipik

klonlama vektdrleri, transkripsiyon ve translasyon sonlandiricilar, baglatma dizileri ve
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arzu edilen nikleik asit dizisinin ekspresyonunun regllasyonu icin yararhl olan

promotorleri icerir.

Burada tarif edilen ekspresyon yapilar ayrica, standart gen aktarim protokolleri
kullanilarak, nikleik asit immunizasyon ve gen terapisi igin de kullanilabilir. Gen
aktarimi igin yontemler teknikte bilinir. Bakimz, 6rn., 5,399,346, 5,580,859, 5,589,466

Numarali US Patenti. Bir baska uygulamada, bulus bir gen terapisi vektdrii saglar.

Niikleik asit, cok sayida vektér tipi igine klonlanabilir. Ornegin, bunlarla smirh
kalmamak kaydiyla, bir plazmit, bir fajmit, bir faj tlrevi, bir hayvan virisa ve bir kozmit,
iceren bir vektdr icine klonlanabilir. Ozel olarak ilgilenilen vektérler, ekspresyon
vektarlerini, replikasyon vektorlerini, prob (retme vektorlerini ve dizileme vektdrlerini

icerir.

llaveten, ekspresyon vektdrl, bir viral vektdr formunda bir hiicreye saglanabilir. Viral
vektor teknolojisi teknikte iyi bilinir ve Ornegin, Sambrook et al., (2001, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York) ve diger
viroloji ve molekiler biyoloji el-kitaplarinda tarif edilir. Vektdrler olarak yararli olan
virbsler, bunlarla simirli kalmamak kaydiyla, retrovirGsleri, adenavirlsleri, adeno-iligkili
virisleri, herpes viriislerini ve lentivirisleri icerir. Genel olarak, uygun bir vektdr, en az
bir arganizmada fonksiyonel olarak bir replikasyon orijini, bir promotdr dizisi, uygun
restriksiyon endonikleaz yerleri ve bir veya birden fazla segilebilir belirteg igerir (Grn.,
WO 01/96584; WO 01/29058 ve 6,326,193 Numarah US Patenti).

Cok sayida viral temelli sistem, memeli hicreleri igine gen transfer icin gelistirilmigtir.
Ornegin, retrovirisler gen aktarim sistemleri icin uygun bir platform saglar. Secilmis bir
gen, bir vektor icine yerlestirilebilir ve teknikte bilinen teknikler kullanilarak retroviral
parcaciklar i¢cinde paketlenebilir. Akabinde, rekombinant virls izole edilebilir ve sljenin
hiicrelerine in vivo veya ex vivo aktarilabilir. Cok sayida retroviral sistem teknikte bilinir.
Ornegin, adenovirlis vektdrleri kullaniir. Cok sayida adenovirlls vektdrleri teknikte

bilinir. Bir uygulamada, lentiviriis vektorleri kullanilir.

llave promotér elemanlar, ém., hizlandiricilar, transkripsiyonel baslatmanin sikhgimi
regule eder. Tipik olarak, ¢ok sayida promotdrin baslama yerinin downstream’ inda da

fonksiyonel elemanlar igerdidinin yakin tarihlerde gosterilmis olmasina ragmen, bunlar
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baslama yerinin 30-110 bp upstream bélgesinde yer alir. Promotdr elemanlar arasinda
aralik birakma siklikla esnektir, boylece elemanlar bir digerine gore ters cevrildiginde
veya hareket ettirildiginde, promotdr fonksiyonu  korunur.  Timidin - kinaz  (tk)
promotdrinde, promotdr elemanlari arasinda aralik birakma, aktivitenin dismeye
baslamasindan énce 50 bp’lik uzakhga arttinlabilir. Promotdre bagh olarak, munferit
elemanlarin transkripsiyonu aktive etmek igin is-birligi yaparak veya bagdimsiz bir

sekilde islev gosterebildigi gorillir.

Uygun bir promotérin bir érnedi, hemen erken sitomegaloviriis (CMV) promotori
dizisidir. Bu promotdr dizisi, buna operatif olarak badh olan herhangi bir polintkleotid
dizisinin yuksek diizeylerde ekspresyonuna yodn verebilen gliclu bir konstitatif promotér
dizisidir. Uygun bir promotérin bir bagka drnegdi, Elongasyon Blylme Faktdri-1a'dir
(EF-1a). Buna ragmen, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, simian viristu 40 (SV40)
erken promotdrini, fare mammari timor viriisi (MMTV), insan immiin-yetmezlik viriis(
(HIV) uzun ug tekrar (LTR) promotdrind, MoMuLV promotorind, bir kus 16semi virlisu
promotorind, bir Epstein-Barr virlisi hemen erken promotoriini, bir Rous sarkom
virlstd promotdrini ayni zamanda insan geni promotorlerini, édrnedin, bunlarla sinirh
kalmamak kaydiyla, aktin promotdrini, miyozin promotdrinid, hemoglobin
promotorind ve kreatin kinaz promotdranu, iceren diger konstitOtif promotér dizileri de
kullanilabilir. llaveten, bulus  konstititif  promotdrlerin kullanilmasi ile
sinidandinimamalidir. indiklenebilir promotdrler de bulusun pargasi olarak tasarlanir.
Bir indUklenebilir promotoriin kullaniimasi, bu tarz ekspresyon arzu edildiginde bunun
operatif olarak bagh oldugu polinikleotid dizisinin ekspresyonunu harekete gecirebilen
(acabilen}) veya ekspresyon arzu edilmediginde ekspresyonu durdurabilen
(kapatabilen) bir molekller anahtar saglar. Indiklenebilir promotorlerin  dmekleri,
bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, bir metallotivonin promotéri, bir glukokortikoid

promotdrl, bir progesteron promotéri ve bir tetrasiklin promaotord igerir.

Bir CAR polipeptidinin veya bunun kisimlarinin ekspresyonunu degerlendirmek igin, bir
hiicre igine uygulanacak olan ekspresyon vekidrli ayrica, viral vekibrler yoluyla
transfekte edilmesi veya enfekte edilmesi i¢in arastinlan hiicrelerin poplilasyonundan
eksprese eden hdcrelerin tanimlanmasini ve seleksiyonunu kolaylastirmak icin bir
secilebilir belirte¢ geni veya bir roportdor gen veya her ikisini de icerebilir. Diger
yonlerinde, segcilebilir belirte¢ ayn bir DNA pargas! Uzerinde taginabilir ve bir eg-

transfeksiyon prosediriinde kullanilabilir. Hem secilebilir belirteglerin hem de rdportdr
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genlerin her iki ucunda, konak hicreler icinde ekspresyona olanak saglamak icin uygun
regulator diziler yer alabilir. Uygun secilebilir belirte¢ler, 6rnegin, antibiyotik-direnc

genlerini, drnegdin, neo ve benzerlerini igerir.

Réportér genler, potansiyel olarak transfekte edilmisg hicreleri tanimlamak igin ve
regllator dizilerin iglevselligini dederlendirmek icin kullanilir. Genel olarak, bir roportdr
gen, alici organizma veya doku iginde bulunmayan veya bunlar tarafindan eksprese
edilmeyen ve ekspresyonu bazi kolaylikla saptanabilir Ozellikler, dm., enzimatik
aktivite, ile gdsterilen bir polipeptidi sifreleyen bir gendir. Roportdr genin ekspresyonu,
DNA’nin alici hiicrelerin icine uygulanmasindan sonra uygun bir zamanda analiz edilir.
Uygun roportér genler, lisiferaz, beta-galaktosidaz, kloramfenikol asetil transferaz,
salgllanmis alkalin fosfataz veya vyesil flloresan protein genini sifreleyen genleri
icerebilir {orn., Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479: 79-82). Uygun ekspresyon
sistemleri iyi bilinir ve bilinen teknikler kullanilarak hazirlanabilir veya piyasadan elde
edilebilir. Genel olarak, rdéportdr geninin ekspresyonunun en ylksek diizeyini gdsteren
her iki ucunda minimal 5' bolgesi olan yapi promotor olarak tanimlanir. Uygun promotdr
bolgeleri, bir rdportdr gene baglanabilir ve promotdr tarafindan yo6n verilmis

transkripsiyonu modlle etme yetisi icin ajanlan dederlendirmek amaciyla kullanilabilir.

Bir hiicre icine genler uygulamanin ve eksprese etmenin yontemleri teknikte bilinir. Bir
ekspresyon vektdri baglaminda, vektdr, bir konak hiicre, 6., memeli, bakteriyel,
maya veya bocek hicresi, igine teknikteki herhangi bir ydntem ile kolaylikla
uygulanabilir. Ornedin, ekspresyon vektorii, bir konak hiicre icine fiziksel, kimyasal

veya biyolojik yollar ile transfer edilebilir.

Bir konak hucre i¢ine bir poliniikleotidi uygulamak icin fiziksel yontemler, kalsiyum
fosfat ¢okeltmesini, lipofeksiyonu, pargaclk bombardimanini, mikro-enjeksiyonu,
elektroporasyonu ve benzerlerini icerir. Vektdrler ve/veya ekzojen niikleik asitler iceren
hiicreler Uretmek icin yontemler teknikte iyi-bilinir. Bakimz, drnegin, Sambrook et al.,
(2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New
York). Bir konak hicre igine bir polintkleotidin uygulanmasi igin tercih edilen bir

yBntem, kalsiyum fosfat transfeksiyonudur.

Bir konak hucre igine s6z konusu bir polinuklectidi uygulamak i¢in biyolojik yontemler,

DNA ve RNA vektdrlerinin kullanimasini icerir. Viral vektdrler ve dzellikle retroviral
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vekiérler, genleri memeli, érnedin, insan, hdcreleri igine yerlestirmek icin en yaygin
sekilde kullanilan yontem haline gelmistir. Diger viral vektorler, lentiviristen,
poksivirislerden, herpes simpleks virisu I'den, adenovirislerden ve adeno-iligkili
virislerden ve benzerlerinden turetilebilir. Bakiniz, érnedin, 5,350,674 ve 5,585,362

Numaral US Patentleri.

Bir konak hcre igine bir polinikleotidi uygulamak igin kimyasal araglar, kolloidal
dispersiyon sistemlerini, drnegin, makro-molekiil komplekslerini, nano-kapsiilleri, mikro-
kireleri, bilyeleri ve su iginde yad emdlsiyonlarini, miselleri, karma miselleri ve
lipozomilari igeren lipit-temelli sistemleri, igerir. In vitro ve in vivo bir aktarim vehikil(
olarak kullamilmasi i¢in bir emsal kolloidal sistem, bir lipozomdur {drn., bir yapay

membran vehikaliddr).

Bir non-viral aktarim sisteminden yararlanilan durumda, bir emsal aktarim vehikdld bir
lipozomdur. Lipit formulasyonlarinin kullaniimasi, bir konak hticre igine niikleik asitlerin
(in vitro, ex vivo veya in vivo) uygulanmasi igin tasarlanir. Bir bagka yénde, nikleik asit,
bir lipit ile iliskili olabilir. Bir lipit ile iligkili nikleik asit, bir lipozomun sulu i¢c kisminda
enkapsule edilebilir, bir lipozomun lipit ikili-katmani arasina yerlestirilebilir, hem lipozom
hem de oligonikleotid ile iligkili olan bir baglama molekilu vasitasiyla bir lipozoma
eklenebilir, bir lipozom igine kistinlabilir, bir lipozom ile kompleks héline getirilebilir, bir
lipit iceren bir ¢ozelti igine serpistirilebilir, bir lipit ile kanstinlabilir, bir lipit ile
birlestirilebilir, bir lipit icinde bir siispansiyon olarak dahil edilebilir, bir misele dahil
edilebilir veya bir misel ile kompleks haline getirilebilir veya aksi durumda bir lipit ile
iliskilendirilebilir. Lipit, lipit/DNA veya bilesimler il iligkili lipit/ekspresyon vektori, ¢ozelti
igindeki herhangi bir ézel yapi ile sinirflandirimaz. Ornegin, bunlar bir ikili-katman yapisi
icinde, miseller olarak, veya bir "¢dkmuas" yapi ile bulunabilir. Bunlar ayrica,
muhtemelen boyut ve sekil agisindan tekdize olmayan agregatlar olusturarak, bir
cozelti icine basit bir sekilde serpistirilebilir. Lipitler dogal olusumlu veya sentetik lipitler
olabilen yagl maddelerdir. Ornegin, lipitler, sitoplazma iginde dogal olarak bulunan
yagl damlalari ayni zamanda uzun-zincirli alifatik hidrokarbonlar ve bunlarin tlirevlerini,
ornegin, yag asitlerini, alkolleri, aminleri, amino alkolleri ve aldehitleri, iceren bilesikler

sinifini icerir.

Kullanilmasi icin uygun lipitler, ticari kaynaklardan elde edilebilir. Omegin, dimiristil
fosfatidilkolin ("DMPC"), Sigma, St. Louis, MO firmasindan elde edilebilir; disetil fosfat
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("DCP"), K & K Laboratories (Plainview, NY) firmasindan elde edilebilir; kolesterol
("Choi"), Calbiochem-Behring firmasindan elde edilebilir; dimiristil fosfatidilgliserol
("DMPG") ve diger lipitler Avanti Polar Lipids, Inc. {Birmingham, AL) firmasindan elde
edilebilir. Kloroform veya klorocform/metanol igindeki lipitlerin stok ¢ozeltileri, yaklasik -
20°C’de saklanabilir. Kloroform, metanole kiyasla daha kolay buharlastidindan, tek
¢ozlci olarak kullanmlir. "Lipozom™, gesitli tekli ve etrafi sarilmig lipit ikili-katmanlarinin
ve agregatlarin Uretilmesi ile olusturulan goklu-dameller lipit vehikilleri kapsayan bir
jenerik terimdir. Lipozomlar, bir fosfolipit ikili-katman membrani ve bir i¢ sulu vasati olan
vezikller yapilara sahip olma ile karakterize edilebilir. Coklu-lameller lipozomlar, sulu
vasat ile ayrilmis ¢oklu lipit katmanlarina sahiptir. Fosfolipitler fazla miktardaki bir sulu
¢ozelti icinde suspanse edildiginde, bunlar kendiliginden olugur. Lipit bilesenleri, etrafi
sariimis yapilarin olugmasindan énce kendi kendine yeniden-diizenlenme gegcirir suyu
ve ¢Ozunmus maddeleri lipit ikili-katmanlan arasinda kistinr {Ghosh et al., 1991
Glycobiology 5: 505-10). Buna radmen, normal vezikiller yapiya kiyasla ¢ozelti icinde
farkl yapilara sahip olan bilesimler de kapsanir. Ornegin, lipitler bir miseller yapi
varsayabilir veya yalnizca lipit molekiillerinin tekdlize olmayan agregatlari olarak var

olabilir. Lipofektamin-nikleik asit kompleksleri de tasarlanir.

Bir konak hicre igine ekzojen nikleik asitleri uygulamak veya diger durumda bir
hicreyi mevcut bulusun inhibitdriine maruz birakmak icin kullanilan yénteme
bakilmaksizin, konak hicre iginde rekombinant DNA dizisinin varliini dogrulamak igin,
cesitli analizler yapilabilir. Bu tarz analizler, émegin, teknikte uzmanhg olan kisiler
tarafindan iyi bilinen "molekuiler biyoloji* analizlerini, 6rnegin, Southern ve Northern
blotlamayi, RT-PCR"1 ve PCR'I; "biyokimyasal" analizleri, 6rnedin, 6zel bir peptidin
varhigini veya yoklugunu, ém., imminolojik araclar (ELIZA'lar ve Western blotlar) ile
bulusun kapsami icinde yer alan ajanlan tamimlamak igin burada tarif edilen analizler

ile, saptamavyi, igerir.

T hiicrelerinin kaynaklari

Burada tarif edilen T hiicrelerinin genislemesinden ve genetik modifikasyonundan
once, T hicrelerinin bir kaynadi, bir sijeden elde edilir. T hiicreleri, periferik kan
mononukleer hucrelerini, kemik iligini, lenf nodu dokusunu, kordon kanmni, timus
dokusunu, bir enfeksiyon yerinden dokuyu, assitleri, plevral efizyonu, dalak dokusunu

ve timorleri iceren c¢esitli kaynaklardan elde edilebilir. Burada tarif edildigi (zere,
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teknikte mevcut olan cok sayidaki T hucresi hatti kullanilabilir. T hicreleri, bir sijeden
uzmanhgi olan kisi tarafindan bilinen herhangi bir sayidaki teknik, érmegin, Ficoll™
ayirmasi, kullanilarak toplanan bir kan biriminden elde edilebilir. Bir bireyin
dolasimindaki kanindan elde edilen hicreler aferez ile elde edilir. Aferez Grind tipik
olarak, T hicrelerini, monositleri, granilositleri, B hicrelerini, dijer ¢ekirdekli beyaz kan
hiicrelerini igeren lenfositleri, kirmizi kan hiicrelerini ve plateletleri igerir. Aferez ile
toplanan hicreler, plazma fraksiyonunu uzaklastirmak ve hiicreleri miteakip isleme
adimlar igin uygun bir tampon veya vasat icinde yerlestirmek igin yikanabilir. Hlcreler
fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanir. Alternatif olarak, yikama ¢ozeltisi, kalsiyumdan
yoksundur ve magnezyumdan yoksun olabilir veya timinden olmasa da ¢ogu iki-
degerlikli katyondan yoksun olabilir. Yine, sUOrpriz bir gekilde, kalsiyum varliginda
baslangi¢ aktivasyon adimlan, bdyitilmis aktivasyona yol agar. Teknikte normal
uzmanhd) olan Kisilerin kolaylikla anlayacagdi (zere, bir yikama adimi, teknikte bilinen
yontemler, drnegin, Ureticinin talimatlarina gére bir yari-otomatiklestiriimis "sirekli-akis"
sentrifiji (dmegin, Cobe 2991 hiicre isleyici, Baxter CytoMate veya Haemonetics Cell
Saver 5) kullanilmasi ile tamamlanabilir. Yikamadan sonra, hiicreler gesitli biyo-uyumlu
tamponlar, 6regin, mesela, Ca®'-igermeyen, Mg?'-igermeyen PBS, PlasmaLyte A veya
tampon iceren veya icermeyen baska salin ¢ozeltisi, iginde yeniden-sispanse edilebilir.
Alternatif olarak, aferez dmeginin istenmeyen bilesenleri uzaklastirilabilir ve hlcreler

dogrudan klltdr vasatlar icinde yeniden-sispanse edilebilir.

Burada tarif edildigi Uzere, T hiicreleri, kirmizi kan hiicrelerini lize etme ve monositleri
taketme ile, 6rnegin, bir PERCOLL™ gradyani yoluyla sentrifigasyon ile veya karsi-
akig sentrifiigal yikayarak ayirma ile, periferik kan lenfositlerinden izole edilir. T
hicrelerinin spesifik bir alt-popilasyonu, érnegin, CD3*, CD28*, CD4*, CD8", CD45RA"
ve CD45R0O™ T hucreleri, pozitif veya negatif seleksiyon teknikleri ile ilaveten izole
edilebilir. Ornegin, T hicreleri, anti-CD3/anti-CD28 (yani, 3x28)-konjugat bilyeler,
6rnegin, DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, ile arzu edilen T hicrelerinin pozitif
seleksiyonu igin yeterli bir zaman periyodu, 6rn., yaklasik 30 dakikalik bir periyot, 30
dakika ila 36 saat araliindaki zaman periyvodu veya daha uzun slre ve bunlar
arasindaki tim tam sayi degderler boyunca inkiibasyon ile izole edilir, zaman periyodu
enaz 1, 2, 3, 4, 5 veya 6 saattir, zaman periyodu 10 ila 24 saattir veya inklbasyon
zaman periyodu, 24 saattir. Losemisi olan hastalardan T hucrelerinin izolasyonu igin,
daha uzun inkibasyon surelerinin, émegin, 24 saatin, kullanilmasi, hdcre verimini

arttirabilir. Daha uzun inkiibasyon sureleri, T hlcrelerini, diger hiicre tiplerine kiyasla bir
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kac T hicresinin oldudu herhangi bir durumda, érnedin, timdr infiltre eden lenfositleri
(TIL) timor dokusundan veya immun-yetmezligi olan bireylerden izole etmede, izole
etmek icin kullanilahilir. llaveten, daha uzun inkubasyon surelerinin kullanimas) CD8+
T hicrelerinin yakalanmasinin etkililigini arttirabilir. Bdylelikle, basit bir sekilde sureyi
kisaltarak veya uzatarak, T hlcrelerinin CD3/CD28 bilyelerini baglamasina izin verilir
ve/veya bilyelerin T hiicrelerine oranini {ilaveten burada tarif edildigi {izere) arttirma
veya dlsiurme ile, T hiicrelerinin alt-popllasyonlari proses sirasinda Kiltdr
baslatimasinda veya diger zaman noktalarinda tercihli bir sekilde bunlar igin veya
bunlara karg! secilebilir. ilave olarak, bilyeler veya bagka ylizey (izerindeki anti-CD3
velveya anti-CD28 antikorlarinin oranini arttirma veya distrme ile, T hdcrelerinin alt-
populasyonlan, kultir baslatlmasinda veya arzu edilen diger zaman noktalarinda
tercihli bir gekilde bunlar i¢in veya bunlara kargl segilebilir. Uzmanhigi olan Kisi,
seleksiyonun ¢oklu turlaninin  da kullanilabilecegdini fark edecektir. Seleksiyon
prosedirind gerceklestirmek ve "segilmemis" hiicreleri aktivasyon ve genisleme
prosesinde kullanmak arzu edilebilir. "Segilmemig" hlicreler ayrica, ilave seleksiyon

turlarina da tabi tutulabilir.

Bir T hiicresi popilasyonunun negatif seleksiyon ile zenginlestiriimesi, negatif olarak
secilmis hucrelere 6zgu olan yuzey belirteglerine yonlendiriimis antikorlarin  bir
kombinasyonu ile tamamlanabilir. Bir ydntem, hiicre ayirmadir vefveya negatif
manyetik immino-yapisma veya negatif olarak secilmis hiicrelerin (zerinde bulunan
hiicre ylizeyi belirteglerine ydnlendirilmis bir monoklonal antikor kokteyli kullanan akis
sitometrisi vasitasiyla seleksiyondur. Ornegin, CD4" hicreleri agisindan negatif
seleksiyon ile zenginlestirmek ici, bir monoklonal antikor kokteyli tipik olarak, CD14,
CD20, CD11b, CD16, HLA-DR ve CD8 icin antikorlar icerir. Tipik olarak CD4", CD25",
CD62L", GITR* ve FoxP3* eksprese eden regilatdr T hicreleri agisindan
zenginlestirmek veya bunlar igin pozitif olarak segmek arzu edilebilir. Alternatif olarak, T
regllatér hicreleri, anti-C25 konjugat bilyeleri veya baska benzer seleksiyon yéntemi

ile tuketilir.

Hucrelerin arzu edilen bir populasyonunun pozitif veya negatif seleksiyon ile izolasyonu
icin, hiicrelerin konsantrasyonu ve ylizey (drn., pargaciklar, ornedin, bilyeler)
¢esitlendirilebilir. Hucrelerin ve bilyelerin maksimum temasini garanti etmek igin,
bilyelerin ve hicrelerin bunun iginde birlikte karnigtirildhdr hacmi anlamh hir sekilde

disirmek (yani, hiicrelerin konsantrasyonunu arttirmak) arzu edilebilir. Ornegin, 2
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milyar hicre/ml olan bir konsantrasyon kullaniir, 1 milyar hicre/ml olan bir
konsantrasyon kullanilir, 100 milyon hicre/ml’den fazlasi kullanilir, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45 veya 50 milyon hucre/ml olan bir hicre konsantrasyonu kullanihir, 75, 80, 85,
90, 95 veya 100 milyon hiacre/ml’den bir hilcre konsantrasyonu kullanilir veya 125 veya
150 milyen hicre/ml olan konsantrasycnlar kullanmilabilir. Yiksek konsantrasyonlar
kullanma, artmis hiicre verimi, hicre aktivasyonu ve hiicre genigslemesi ile
sonuglanabilir. ilaveten, yiiksek hiicre konsantrasyonlar kullanma, sdz konusu hedef
antijenleri zayif bir sekilde eksprese edebilen veya ¢ogu timor hlcresinin bulundugu
omeklerden (yani, 10semik kandan, timoér dokusundan, vb.) elde edilen hicrelerin,
ornedin, CD28-negatif T hicrelerinin, daha etkili yakalanmasina olanak saglar.
Hicrelerin bu tarz populasyonlan, terapdtik degere sahip olabilir ve elde etmek arzu
edilecektir. Ornedin, hicrelerin ylksek konsantrasyonunu kullanma, normalde daha
zaylf CD28 ekspresyonuna sahip olan CD8" T hicrelerinin daha etkili seleksiyonuna

olanak saglar.

Hiicrelerin daha diislik konsantrasyonlarini kullanmak arzu edilebilir. T hiicrelerinin ve
ylzeyin (6m., pargaciklarin, érnegin, bilyelerin) karisimini anlamh olarak seyreltme ile,
parcaciklar ve hiicreler arasindaki etkilesimler minimuma indirilebilir. Bu, parcaciklara
bagh olan arzu edilen antijenlerin ylksek miktarlarini eksprese eden hucreleri secer.
Ornegin, CD4* T hiicreleri, yiiksek dizeylerde CD28 eksprese eder ve seyreltme
konsantrasyonlarinda CD8" T hiicrelerine kiyasla daha etkili bir yakalanir, orn.,
kullanilan hiicrelerin konsantrasyonu, 5 x 10%ml'dir veya kullanilan konsantrasyon,
yaklagik 1 x 10%ml ila 1 x 10%/ml aralijinda ve arasindaki herhangi bir tam sayi

degerde olabilir.

Diger uygulamalarda, hicreler 2-10°C'de veya oda sicakhdinda c¢esiti zaman

uzunluklari boyunca ve gesitli hizlarda bir rotator Gzerinde inkibe edilebilir.

Stimdlasyon igin T hiicreleri ayrica, bir yikama adimindan sonra da dondurulabilir.
Teori tarafindan sinirlandinimadan, dondurma ve muteakip don ¢ozme adimi, hicre
populasyonu iginde granulositleri ve bir dereceye kadar monositleri uzaklastirma ile
daha tekdiize bir Grlin sadlar. Plazmayi ve plateletleri uzaklastiran yikama adimindan
sonra, hudcreler bir dondurma ¢ozellisi i¢inde suspanse edilebilir. Cogu dondurma
¢ozeltisi ve parametreleri teknikte bilinirken ve bu baglamda yarar olacakken, bir

yontem %20 DMSO ve %8 insan serum albumini iceren PBS veya %10 Dekstran 40 ve
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%5 Dekstroz, %20 insan Serum Albiimini ve %7,5 DMSO veya %31,25 Plazmalit-A,
%31,25 Dekstroz %5, %0,45 NaCl, %10 Dekstran 40 ve %5 Dekstroz, %20 insan
Serum Albumini ve %7,5 DMSO iceren kiltir vasatlar veya ornegin, Hespan ve
PlasmalLyte A iceren baska uygun hicre dondurma vasatlari kullanmayi igerir,
akabinde hlcreler -80°C’de dakikada 1° olan bir hizda dondurulur ve bir sivi nitrojen
saklama tankinin buhar faz icinde saklanir. Kontrol edilmis dondurmanin diger
ybntemleri ayni zamanda -20°C’de veya sivi nitrojen iginde kontrol edilmemis hemen

dondurma kullanilabilir.

Dondurarak-saklanmig hicrelerin buzu ¢dzilir ve burada tarif edildigi sekilde yikanir
ve meveut bulugun ydntemleri kullanilarak aktivasyondan dnce oda sicakhginda bir
saat dinlenmeye birakilir.

Burada tarif edildigi Uzere, T hlcreleri, genisletilebilir, dondurulabilir ve daha sonraki bir
zamanda kullanilabilir. Burada tarif edildigi (izere, drnekler burada tarif edildigi lizere
Ozel bir hastalik tanisindan kisa bir slirede sonra ancak herhangi bir tedaviden 6nce bir
hastada toplanir. Hucreler, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, ajanlar, &rnegin,
natalizumab, efalizumab, antiviral ajanlar, kemoterapi, radyasyon, immunosupresif
ajanlar, érnegdin, siklosporin, azatiyoprin, metotreksat, mikofenolat ve FK506, antikorlar
veya diger immino-ablatif ajanlar, drnegin, CAMPATH, anti-CD3 antikorlar, sitoksan,
fludarabin, siklosporin, FK506, rapamisin, mikofenolik asit, stercidler, FRS01228 ve
irradyasyon ile tedaviyi iceren ¢ok sayida ilgili tedavi modalitesinden once bir sijeden
bir kan 6rneginden veya bir aferezden izole edilir. Bu ilaglar kalsiyum bagimh fosfataz
kalsindrini (siklosporin ve FK506) inhibe eder veya blyime faktori indGkli sinyalleme
(rapamisin} i¢gin édnemli olan p7056 kinazini inhibe eder (Liu et al., Cell 66:807-815,
1991; Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin. Immun.
5:763-773, 1993). Hucreler, bir hasta i¢in izole edilir ve kemik iligi veya kdk hucre nakli,
kemoterapi ajanlar, ornegin, fludarabin, dis-bilye radyasyon terapisi (XRT),
siklofosfamid veya antikorlar, érnegin, OKT3 veya CAMPATH, kullanilan T hicresi
ablatif terapi ile baglantili olarak {4rn., déncesinde, eg-zamanh olarak veya sonrasinda)
daha sonra kullaniimasi igin dendurulur. Burada tarif edildigi Gizere, hiicreler ncesinde
izole edilir ve B-hiicresi ablatif terapisini, érnedin, CD20, drn., Rituksan, ile reaksiyona

giren ajanlari, takiben tedavi amaciyla daha sonra kullaniimasi icin dondurulabilir.

Burada aciklandigi Gzere ayrica, T hucreleri bir hastadan tedaviyi takiben dogrudan

elde edilir. Bu baglamda, belirli kanser tedavilerini, dzellikle immun sisteme zarar veren
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ilaglar ile tedavileri, takiben, hastalarin normal olarak tedaviden geri-kazanilacagi
periyot sirasinda tedaviden kisa bir stre sonra, elde edilen T hicrelerinin kalitesi,
optimal olabilir veya bunlarin ex vivo genigleme vyetisi icin iyilestirilebilir. Benzer sekilde,
burada tarif edilen yéntemler kullanilarak ex vivo manipilasyonu takiben, bu hicreler
guclendirilmis yamanma ve in vivo genisleme icin tercih edilen bir halde olabilir.
Boylelikle, bu geri-kazanim fazi sirasinda T hicrelerini, dentritik hiicreleri veya
hematopoietik soyun diger hiicrelerini igeren kan hiicrelerini toplamak mevcut bulusun
baglami iginde tasarlanir. llaveten, mobilizasyon {6érnegin, GM-CSF ile mobilizasyon)
ve kosullandirma rejimleri bir sije iginde bir kosul olusturmak igin kullanilabilir, burada
6zel hiicre tiplerinin yeniden-popilasyonu, yeniden-dolasimi, yeniden-Uretilmesi
velveya genislemesi, &zellikle terapiyi takiben tanimlanmig bir zaman penceresi
sirasinda avantajlidir. Acgiklayici hicre tipleri, T hicrelerini, B hiicrelerini, dentritik

hicreleri ve immuin sistemin diger hicrelerini icerir.

T Hiicrelerinin Aktivasyonu ve Genislemesi

Arzu edilebilir bir CAR eksprese etmesi igin T hdcrelerinin genetik modifikasyonundan
once veya sonra, T hicreleri, 6redin, 6,352,694; 6,534,055; 6,905,680; 6,692,964;
5,858,358; 6,887,466; 6,905681; 7,144,575, 7,067,318, 7,172,869; 7,232,566;
7,175,843; 5,883,223, 6,905,874, 6,797,514, 6,867,041 Numarali US Patentlerinde ve
20060121005 Numaralh US Patent Basvurusu Yayininda, tarif edilen yontemler

kullanilarak genel olarak aktive edilebilir ve genisletilebilir.

Genel olarak, burada tarif edilen T hicreleri, bir CD3/TCR kompleksi iligkili sinyali
stimile eden bir ajani ve T hucrelerinin yuzeyi Gzerindeki bir ko-stimilator molekuli
stimile eden bir ligand1 buna eklenmis olan bir yiizey ile temas ettirme ile genisgletilir.
Ozel olarak, T hiicresi popllasyonlar burada tarif edildigi sekilde, 6rnegin, bir kalsiyum
iyonofor ile baglantih olarak, bir anti-CD3 antikoru veya bunun antijen-baglama
fragmani veya bir yiizey (zerinde immobilize edilmig bir anti-CD2 antikoru ile temas
veya bir protein kinaz C aktivatoril (&m., briyostatin) ile temas ile, stimille edilebilir. T
hicrelerinin - ylzeyi Uzerindeki bir aksesuar molekilinin ko-stimilasyonu igin,
aksesuar molekiili baglayan bir ligand kullaniir. Ornegdin, T hicrelerinin bir
populasyonu, T hiicrelerinin proliferasyonunu stimile etmek i¢in uygun kosullar altinda,
bir anti-CD3 antikoru ve bir anti-CD28 antikoru ile temas ettirilebilir. CD4" T hdcrelerinin

veya CD8" T hucrelerinin proliferasyonunu stimile etmek igin, bir anti-CD3 antikoru ve
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bir anti-CD28 antikoru. Bir anti-CD28 antikarunun &6rnekleri, 9.3, B-T3, XR-CD28
(Diaclone, Besangon, France) igerir, teknikte yaygin bir sekilde bilinen diger yontemler
olarak kullanilabilir (Berg et al., Transplant Proc. 30(8):3975-3877, 1998; Haanen et al.,
J. Exp. Med. 190(9):13191328, 1299; Garland et al., J. Immunol Meth. 227(1-2):53-63,
1999).

T hiicresi igin primer stimilatoér sinyal ve ko-stimilator sinyal, farkli protokoller ile
saglanabilir. Ornegin, her bir sinyali saglayan ajanlar ¢ozelti iginde olabilir veya bir
ylzeye kuple edilebilir. Bir ylzeye kuple edildiinde, ajanlar ayni yizeye (yani, "cis"
olusumunda) veya ayrn ylzeylere (yani, "trans" olusumunda) kuple edilebilir. Alternatif
olarak, bir ajan bir yizeye kuple edilebilir ve diger ajan ¢ézelti icindedir. Ornegin, ko-
stimilatér sinyal sadlayan ajan bir hiicre ylzeyine baglanir ve primer aktivasyon sinyali
sadlayan ajan ¢ozelli icindedir veya bir ylzeye kuple edilir veya her iki ajan da ¢dzelti
icinde olabilir. Alternatif clarak, ajanlar ¢oziinebilir form iginde olabilir ve akahinde bir
ylzeye, drmegdin, Fc reseptorleri eksprese eden bir hiicreye veya bir antikora veya
ajanlan baglayacak olan dijer baglama ajanina capraz-badlanabilir. Bu baglamda,
bakiniz, 6rnegin, T hicrelerini aktive etmede ve genisletmede kullanilmasi igin
tasarlanan yapay antijen sunan hicreler (aAPC'ler) icin 200401015192 ve 20060034810

Numarali US Patent Bagvurusu Yayini.

Burada agiklandig Gzere, iki ajan hilyeler Uzerine, ayni bilye Gzerine yani, "cis" veya
ayri bilyelere, yani, "trans" immobilize edilir. Omek olarak, primer aktivasyon sinyali
saglayan ajan, bir anti-CD3 antikorudur ve bunun bir antijen-baglama fragmanidir ve
ko-stimilatér sinyal saglayan ajan, bir anti-CD28 antikorudur veya bunun antijen-
baglama fragmanidir; ve her iki ajan es-deger molekuler miktarlarda ayrm bilyeye
birlikte-immobilize edilir. Ornegin, CD4+ T hicresi geniglemesi ve T hicresi buyimesi
icin bilyelere badll olan her bir antikorun 1:1’lik bir orani kullanilir. Bazi durumlara,
bilyelere badl olan bir anti CD3:CD28 antikorlan orani kullanilir, béylece 1:1’lik bir oran
kullanilarak gdzlenen geniglemeye kiyasla T hiicresi genislemesinde bir artis gbzlenir.
1:1’lik bir oran kullanilarak gdzlenen genislemeye kiyasla yaklasik 1 ila yaklasik 3 kathk
bir artig gozlenir. Bilyelere bagl olan CD3:CD28 antikorunun orani 100:1 ila 1:100
araliindadir ve bunlarin arasindaki tim tam sayi dederlerdir. Bir durumda, anti-CD3
antikora kiyasla daha ¢ok anti-CD28 antikoru pargaciklara baglanir, yani, CD3:CD28
orani, birden azdir. Bazi durumlarda, bilyelere bagh olan anti-CD28 antikorunun anti

CD3 antikoruna orani 2:17°den buyuktir. Ornedin, bilyelere bagli olan antikorun
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1:100°Iuk bir CD3:CD28 orani kullanilir, bilyelere bagh olan antikorun 1:75’lik bir
CD3:CD28 orani kullanilir, bilyelere bagh olan antikorun 1:50’lik bir CD3:CD28 orani
kullanilir, bilyelere bagh olan antikorun 1:30°luk bir CD3:CD28 oram kullanilir, bilyelere
bagl olan antikorun 1:1Q’luk bir CD3:CD28 arani kullanilir veya bilyelere bagh olan
antikorun 1:3’luk bir CD3:CD28 oranmi kullanilir. Alternatif olarak, bilyelere bagh olan
antikorun 3:1’lik bir CD3:CD28 orani kullanilir.

Pargaciklarin hticrelere 1:500 ila 500:1 ve bunlar arasindaki herhangi bir tam sayi
degerdeki oranlann T hcreleri veya diger hedef hicreleri stimile etmek igin
kullanilabilir. Teknikte normal uzmanhgi olan kKisilerin kolaylkla anlayacad Uzere,
parcaciklarin hucrelere orani, hedef hicreye gére pargacik boyutuna bagh olabilir.
Ornegin, kiclk boyutlu bilyeler yalnizca bir kag hilcreyi baglayabilirken, daha blyik
bilyeler daha c¢ogunu baglayabilir. Hlcrelerin pargaciklara orami 1:100 ila 10G:1
aralidindadir ve bhunlar arasindaki herhangi bir tam sayl degerdir ve ilave
uygulamalarda, 1:9 ila 9:1'i ve bunlar arasindaki herhangi bir tam sayl degeri igeren
oran da T hicreleri stimile etmek igin kullanilabilir. Pargaciklara kuple edilmis anti-CD3
ve anti-CD28’in T hicrelerine T hicresi stimUlasyonu ile sonuglanan orani yukarida
bildirildidi sekilde ¢esitlilik gdsterebilir, buna ragmen, tercih edilen belirli dederler, tercih
edilen bir cranin en az 1:1 pargacik: T hicresi olmas ile, 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20,
1:10, 1:9, 1:8, 1.7, 1.6, 1.5, 1:4, 1:3, 1.2, 1:1, 2:1, 3:1, 4.1, 5:1, 6:1, 7:1, 8.1, 9.1, 10:1
ve 15:1'i igerir. Altematif olarak, parcaciklarin hiicrelere 1:1 veya daha az olan bir orani
kullanilir. Tercih edilen bir pargacik:hiicre orani, 1:5'tir. Parcaciklarin hiicrelere orani
stimilasyon giintine baglh olarak gesitlilik gosterebilir. Ornedin, pargaciklarin hlicrelere
orani, birinci ginde 1:1 ila 10:1 araligindadir ve ilave pargaciklar her gin veya iki
gunde bir bundan sonra en fazla 10 gune kadar, (eklenme gunundeki hicre sayilarina
goére) 1:1 ila 1:10 olan nihai oranlarda, hicrelere eklenir. Alternatif olarak, pargaciklarin
hicrelere crani, stimilasyonun birinci glnunde 1:1dir ve stimilasyonun dguncl ve
besinci gunlerinde 1:5'e avarlanir. Bir baska durumda, pargaciklar ginlik veya iki
giinde bir olan bir temelde birinci glinde 1:1’lik ve stimillasyonun iglincii ve besinci
glnlerinde 1:5'lik bir nihai oran igin eklenir. Bir baska durumda, pargaciklarin hiicrelere
orani stimilasyonun birinci giniinde 2:1'dir ve stimilasyonun Gglnci ve besinci
guninde 1:10'a ayarlanir. Bir baska durumda, pargaciklar glnlik veya iki ginde bir
olan bir temelde birinci gunde 1:1'lik ve stimulasyonun Gc¢lncl ve besginci gunlerinde

1:10’luk bir nihai oran igin eklenir. Teknikte uzmanh@ olan biri, cesitli diger cranlarin
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meveut bulusta kullamilmasi icin uygun olabildigini anlayacaktir. Ozellikle, oranlar

parcacik boyutuna ve hicre boyutuna ve tipine bagh olarak ¢esitlilik gdsterecektir.

Burada tarif edildigi lUzere aynca, hicreler, éredin, T hicreleri, ajan-kaph bilyeler ile
birlestirilir, bilyeler ve hicreler mateakiben ayrilir ve akabinde hicreler Kkiltlrlenir. Bir
alternatif olarak, kiltirden 6nce, ajan-kapli bilyeler ve hiicreler ayriimaz, ancak birlikte
k{iltiifenir. ilave bir durumda, bilyeler ve hiicreler ilk olarak bir kuvvet, dmegin, bir
manyetik kuvvet, uygulanmasi ile konsantre edilir, bu hiicre ylizeyi belirteclerinin artmis

ligasyonu, boylece hiicre stimulasyonunu indUkleme, ile sonuglanir.

Omek olarak, hiicre ylzeyi proteinleri, anti-CD3 ve anti-CD28'in buna eklendigi
paramanyetik bilyelerin (3x28 bilye) T hilcrelerine temas etmesine olanak saglama ile
birlegtirilebilir. Bir uygulamada, hucreler (6rnegin, 104 ila 109 T hdcresi) ve bilyeler
(6rnegdin, 1:1’lik bir orandaki DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T paramanyetik bilyeleri)
bir tampon, tercihen (iki-degerlikli katyonlar, ornegin, kalsiyum ve magnezyum,
igermeyen) PBS, iginde birlestirilir. Yine, teknikte normal uzmanhidi olan kisiler herhangi
bir hiicre konsantrasyonunun kullanilabilecedini kolaylikla anlayabilir. Ornegdin, hedef
hiicre 6rnek iginde gok seyrek olabilir ve 6érnegin yalnizca %0,01'ini igerebilir veya tim
ornek (yani, %100), soz konusu hedef hucreyi icerebilir. Bu dogrultuda, herhangi bir
hiicre sayisi, mevcut bulusun baglami icindedir. Hilcrelerin ve pargaciklarin maksimum
temasini garanti etmek icin, parcaciklarin ve hicrelerin iginde birlikte karnistirildig
hacmi anlaml derecede dusurmek {(yan/, hicrelerin konsantrasyonunu arttirmak) arzu
edilebilir. Ornegdin, yaklagik 2 milyar hiicre/ml’lik bir konsantrasyon kullanilir. Bir bagka
durumda, 100 milyon hiicre/ml’den yilksek konsantrasyon kullanilir. ilave bir durumda,
huacrelerin 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 veya 50 milyon hucre/ml olan bir
konsantrasyonu kullanihir. Daha bagka bir durumda, 75, 80, 85, 90, 95 veya 100 milyon
hicre/ml'den bir hicre konsantrasyonu kullanilir. ilave durumlarda, 125 veya 150
milyon hicre/ml olan konsantrasyonlar kullanilabilir. YUksek konsantrasyonlar
kullanma, artmis hucre verimi, hiicre aktivasyonu ve hicre genislemesi ile
sonuglanabilir. llaveten, yiiksek hiicre konsantrasyonlarinin kullaniimasi séz konusu
hedef antijenleri zayif bir sekilde eksprese edebilen hlicrelerin, dmegin, CD28-negatif T
hicrelerinin, daha etkili yakalanmasina olanak salar. Hicrelerin bu tarz
populasyonlar, terapoétik degere sahip olabilir ve belirli uygulamalarda bunu elde etmek

arzu edilecektir. Ornegdin, hiicrelerin yiksek konsantrasyonlarini kullanma normalde
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daha zayif CD28 ekspresyonuna sahip olan CD8+ T hicrelerinin daha etkili

seleksiyonuna olanak saglar.

Karisim, bir ka¢ saat (yaklagik 3 saat) ila yaklasik 14 giin veya bunlar arasindaki
herhangi bir tam sayl olan saat kadar, kiltOrlenebilir. Kansim, 21 gldn boyunca
kiltirlenebilir. Bir durumda, bilyeler ve T hiicreleri yaklagik sekiz giin boyunca birlikte
klltirenir. Bir baska durumda, bilyeler ve T hicreleri 2-3 gln boyunca birlikte
kllttrenir. Stimilasyonun bir kag siklusu da arzu edilebilir, bdylece T hiicrelerinin kaltir
suresi 60 gun veya daha uzun olabilir. T hocresi kdlttrd icin uygun kosullar,
proliferasyon ve viabilite icin elzem olan fakttreri igerebilen, serum (érn., fetal bovin
veya insan serumu), interlékin-2 (IL-2), insalin, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-10, IL-12,
IL-15, TGFB ve TNF-a ve hicrelerin blyiimesi igin uzman kisi tarafindan bilinen bagka
herhangi bir katki maddesini iceren, uygun bir vasati (érrn., Minimal Esansiyel Vasat
veya RPMI Vasat 1640 veya X-vivo 15, {Lonza)) igerir. Hiicrelerin blylmesi igin dider
katki maddeleri, bunlarla sinirlh kalmamak kaydiyla, sirfaktan, plazmanat ve indirgeme
ajanlan, ornegin, N-asetil-sistein ve 2-merkaptoetanol, igerir. Vasat, eklenmis amino
asitler, sodyum pirtivat ve vitaminler ile serumsuz veya uygun bir miktardaki serum
(veya plazma) veya tanimlanmig bir hormon seti ve/veya T hicrelerinin blylmesi ve
genislemesi igin yeterli bir miktarda sitokin (sitokinler) ile takviye edilmis RPMI 1640,
AM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vive 15 ve X-Vive 20, Optimize edici icerebilir.
Antibiyotikler, 6m., penisilin ve streptomisin, yalnizca deneysel kiiltirlere dahil edilir, bir
silje igine inflize edilecek olan hicrelerin kiltirine dahil edilmez. Hedef hiicreler,
biylmeyi desteklemek i¢in elzem olan kosullar, érnegdin, uygun bir sicaklik (6., 37°C)

ve atmosfer (6rn., hava art1 %5 CQs,), altinda idame ettirilir.

Cesitli stimilasyon surelerine maruz birakilmigs T hicreleri farkl  karakteristikler
go6sterebilir. Ornegin, tipik kan ve aferez edilmis periferik kan mononUkleer hicre
urinleri, sitotoksik veya supresér T hiicresi popllasyonuna {Tc, CD8%) kiyasla daha
biylk olan bir yardimci T hiicresi populasyonuna (T, CD47%) sahiptir. T hiicrelerin CD3
ve CD28 reseptorlerini stimlle etme ile ex vivo genislemesi, yaklasik 8-9 gun énce
agirlikli olarak Ty hiicrelerin olusan bir T hicresi populasyonunu Gretirken, yaklasik 8-9
gun sonra, T hicresi popUlasyonu, Tc hicrelerinin giderek artan bir oradan daha buyik
bir popualasyonunu icerir. Bu dogrultuda, tedavinin amacina bagh olarak, bir sujeyi

agirhkh olarak Ty hucrelerini iceren bir T hicresi populasyonu ile infuze etme avantajli



10

15

20

25

30

35

52

olabilir. benzer sekilde, T¢ hldcrelerinin bir antijen-spesifik alt-kiimesi izole edildiginde,

bu, bu alt-kimeyi daha buyuk bir dereceye genisletmek icin yararh olabilir.

laveten, CD4 ve CDS8 belirteclerine ek olarak, dider fenotipik belirtecler hiicre
geniglemesi prosesi slreci sirasinda, anlaml olarak, ancak biyilk kisminda, yeniden-
uretilebilir bir sekilde cgesitlilik gosterir. Boylelikle, bu tarz yeniden-uretilebilidik, bir
aktive edilmig T hicresi Uriinin0 spesifik amaglar icin uygun hale getirme yetisine

olanak saglar.

Terapotik Uygulama

Burada, bir lentiviral vektér (LV) ile aktariimig bir hiicre (6., T hiicresi) tarif edilir.
Ornegin, LV, bir spesifik antikorun bir antijen tamima alanini bir CD3-zeta ve 4-1BB
intraselller alani ile birlestiren bir CAR'1 sifreler. Béylelikle, baz) durumlarda, aktariimig

T hicresi, bir CAR-aracil T-hlcresi yanitini meydana getirir.

Bulusg, bir primer T hdcresinin 8zgulligund bir timdr antijenine yeniden-yonlendirmek
icin istemlerde tanimlandi§i Gzere bir CAR kullaniimasini saglar. Boylelikle, ayrica, bir
memelide bir hedef hicre populasyonuna veya dokusuna bir T hlcresi-aracili immun
yaniti stimiile etmek igin memeliye hir CAR eksprese eden bir T hlicresini uygulama
adimini igeren bir ydntem de agiklanir, burada CAR, dnceden belirlenmis bir hedef ile
spesifik olarak etkilesime giren bir baglama kismi, érnegin, intraselliler insan CD3-zeta

alani iceren bir zeta zinciri kismi ve bir ko-stimilator sinyalleme alani igerir.

Burada, T hucrelerine bir CAR eksprese etmesi igin genetik olarak muohendislik
uygulanan ve CAR T hicresinin buna ihtiyaci olan bir aliciya inflize edildidi bir hiicresel
terapiyi tipi agiklanir. infize edilmis hiicre alicidaki timor hicrelerini dlddrebilir. Antikor
terapilerinden farkh olarak, CAR T hiicreleri, sUrdirilimis timdr kontroline olanak

sadlayabilen, uzun-sireli devamlilk ile sonug¢lanarak, in vivo ¢ogalabilir.

Burada tarif edilen CAR T hiicreleri, giigli in vivo T hlicresi geligsmesini gegirebilir ve
uzatilmis bir zaman boyunca kalmaya devam edebilir. Bir baska uygulamada, burada
tarif edilen CAR T hucreleri, herhangi bir ilave timér olusumunu veya buylimesini
inhibe etmek i¢in yeniden-aktive edilebilen spesifik hafiza T hiicrelerine evrilir. Ormegin,

burada tarif edilen CART 19 hdcrelerinin glcli in vivo T hicresi geniglemesi
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gecirebilmesi ve kanda ve kemik ilifinde uzatilmis bir zaman boyunca yiksek
duzeylerde kalmaya devam edebilmesi ve spesifik hafiza T hicreleri olusturabilmesi
beklenmemigtir. Herhangi bir 6zel teoriye bagh kalmadan, CAR T hucreleri, destekleyici
antijen eksprese eden hedef hiicreler ile karsilasiimasi ve miteakip eliminasyonu

Uzerine bir santral hafiza-benzeri hale farklilasir.

Herhangi bir dzel teoriye bagh kalmadan, CAR-modifive edilmis T hiicreleri tarafindan
medyana getirilmis anti-timér immunite yaniti, bir aktif veya bir pasif immin yanit
olabilir. Buna ek olarak, CAR aracili immuan yanit, CAR-modifiye edilmis T hucrelerinin
CAR icindeki antijen badlama kismina spesifik bir immin yaniti indikledidi bir adoptif
immiunoterapi yaklagiminin par¢asi olabilir. érnegin, CART19 hicreleri CD19 eksprese

eden hiucrelere kargi spesifik olan bir immiin yanit meydana getirir.

Burada agiklanan verirler FMCB83 mlirin monoklonal antikorundan tiretilen anti-CD19
scFv, insan CD8a mentese ve transmembran alani ve insan 4-1BB ve CD3-zeta
sinyalleme alanlan igeren lentiviral vektorl spesifik olarak agiklarken, bulusun burada
bagka yerde agiklandigi Uzere yapinin bilegenlerinin her biri icin gok sayidaki

varyasyonu icerdidi yorumu yapilmalidir.

Tedavi edilebilen kanserler, vaskilarize edilmeyen veya henlz kayda deger sekilde
vaskilarize edilmemis olan timdrleri ayni zamanda vaskllarize edilmis timorleri igerir.
Kanserler, solid-olmayan tiimorleri (6rnedin, hematolojik timaorleri, drnegin, 16semileri
ve lenfomalar) igerebilir veya solid timdrleri igerebilir. Bulusun CAR’lan ile tedavi
edilecek olan kanserlerin tipleri, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, karsinomu,
blastomu ve sarkomu ve bazi 16semi ve lenfoid malignitelerini, benign ve maligne
taméorleri ve maligniteleri, 6rn., sarkomlarn, karsinomlar ve melanomilari, icerir. Erigkin-

tip timorler/kanserler ve pediatrik timorleri/kanserler de dahil edilir.

Hematolojik kanserler, kan veya kemik iligi kanserleridir. Hematolojik (veya
hematojendz) kanserlerin drnekleri, akut I6semileri {drnegin, akut lenfositik 16semiyi,
akut miyelositik 16semiyi, akut miyelojendz I0semiyi ve miyeloblastik, promiyelositik,
miyelomonositik, monositik ve eritrolésemiyi), kronik lésemileri (6rnedin, miyelositik
(grandlositik) l6semiyi, kronik miyelojendz [6semiyi ve kronik lenfositik 16semiyi) iceren
IGsemileri, polisitemi verayi, lenfomayi, Hodgkin hastalidini, Hodgkin-digi lenfomay

(indolent ve yuksek grad formlan), multipl miyelomu, Waldenstrom makroglobilinemiyi,
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agir zincir hastaligini, miyelodisplastik sendromu, tayld hicreli l6semiyi  ve

miyelodisplaziyi icerir.

Solid timérler, genel olarak Kistler veya sivi alanlar icermeyen anormal doku
kitleleridir. Solid tumaorler, benign veya maligne olabilir. Solid timdrlerin farkli tiplen,
bunlarin olugturan hicreleri tiplerine gére adlandinlir (6rnedin, sarkomlar, karsinomar
ve lenfomalar). Solid tlimorerin drnekleri, Ornedin, sarkomlar ve Kkarsinomlar,
fibrosarkomu, miksosarkomu, liposarkomu, kondrosarkomu, osteosarkomu ve dider
sarkomlari,  sinoviyomu, mezotelyomu, Ewing tumoérind, leiomiyosarkomu,
rabdomiyosarkomu, kolon karsinomunu, lenfoid maligniteyi, pankreatik kanseri, meme
kanserini, akciger kanserlerini, ovaryan kanseri, prostat kanserini, hepatoseluler
karsinomu, skuamdz hucreli karsinomu, bazal hicreli karsinomu, adenokarsinomu, ter
bezi karsinomunu, mediller tiroit karsinomunu, papiller tiroit karsinomunu,
feokromositomlar, sebasdz hez Kkarsinomunu, papiller karsinomu, papiller
adenokarsinomlarini, mediller karsinomu, bronkojenik karsinomu, renal hucreli
karsinomu, hepatomu, safra kanali karsinomunu, koryokarsincmu, Wilms t0maorind,
servikal kanseri, testikliler kanseri, seminomu, idrar kesesi karsinomunu, melanomu ve
SSS timérerini (dredin, bir glivomu (6megdin, beyin-kdkld gliyomunu ve karma
gliyomlan), gliyoblastomu (ayrica, gliyoblastom multiforme olarak bilinir) astrositomu,
SS8S lenfomasini, germinomu, medulloblastomu, Schwannomu, kraniyofaryojivomu,
ependimomu, pinealomu, hemanjiyoblastomu, akustik néromu, oligodendrogliyomu,

menanjiyomu, ndroblastomu, retinoblastomu ve beyin metastazlarini) igerir.

CD19’u hedef almasi i¢in tasarlanmig CAR, kanserleri ve bunlarla sinirfli kalmamak
kaydiyla, pre-B TUMUNU (pediatrik endikasyon), erigkin-tip TUMUNU, mantle hiicreli
lenfomay, difiz buyuk B-hicreli lenfomayi, allojeneik kemik iligi nakli sonrasi son

gareyi ve benzerini igeren bozukluklari tedavi etmek igin kullanilabilir.

Burada tarif edilen CAR-modifiye edilmis T hicreleri de, bir memelide ex vivo
immunizasyon velveya in vivo terapi icin bir asi tipi gorevi gorebilir. Tercihen, memeli

bir insandir.

Ex vivo imminizasyona iliskin olarak, asadidakilerin en az biri hiicreleri bir memeliye

uygulamadan dnce in vitro gergeklesir: i) hicrelerin geniglemesi, ii) bir CAR gifreleyen
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bir nikleik asidi hicrelerin icine uygulama ve/veya iii) hicrelerin dondurarak-

saklanmasi.

Ex vivo prosedirler, teknikte iyi bilinir ve asadida daha bitindyle tartisilir. Kisaca,
hacreler bir memeliden (tercihen, bir insandan) izole edilir ve burada agiklanan bir CAR
eksprese eden bir vektori ile genetik olarak modifiye edilir (yani, in vitro aktanhr veya
transfekte edilir). CAR-modifiye edilmis hilicre, bir terapdtik yarar saglamak igin bir
memeli aliciya uygulanabilir. Memeli alici, bir insan olabilir ve CAR-maodifiye edilmis
hiicre, alici agisindan otolog olabilir. Alternatif olarak, hicreler, ahcisi agisindan

allojeneik, sinojeneik veya ksenojeneik olabilir.

Hematopoietik kdk ve progenitdr hilcrelerin ex vivo genislemesi igin, 5,199,942
Numarali US Patentinde tarif edilen prosedir mevcut bulusun hicrelerine uygulanabilir.
Diger uygun yontemler teknikte bilinir, bdylece, mevcut bulug hicrelerin ex vivo
genislemesinin herhangi bir 6zel yontemi ile sinirlandinimaz. Kisaca, T hicrelerin ex
vivo kiltirl ve genislemesi asagidakileri igerir. (1) bir insandan periferik kan
hasatindan veya kemik iligi eksplantlarindan CD34+ hematopoietik kbk ve progenitor
hicrelerini toplama ve (2) bu tarz hiicreleri ex vivo genigletme. 5,199,942 Numaral US
Patentinde tarif edilen hicresel bUyume faktorlerine ek olarak, diger faktorler, ornegin,
flt3-L, IL-1, IL-3 ve c-kit ligandi, hicrelerin kiltirlenmesi ve genigslemesi igin

kullanilabilir.

Ex vivo immunizasyon acgisindan bir hlcre-temelli asinin kullanilmasina ek olarak,
mevcut agiklama ayrica, bir hastada bir antijene kargi yonlendirilmis bir immun yanit
meydana getirmek amaciyla in vivo immunizasyon igin bilesimler ve ydntemler de

sadlar.

Genel olarak, burada tarif edildigi sekilde aktive edilmis veya genisletiimis hlicrelerden
immiin-yetmezligi olan bireylerde ortaya ¢ikan hastalann tedavisinde ve dnlenmesinde
yararlanilabilir. Ozel olarak, yukarida tarif edilen CAR-modifive edilmis T hiicreleri
CCL’nin tedavisinde kullanilir. Belirli uygulamalarda, burada tarif edilen hicreler, CCL
gelistirme riski olan hastalarin tedavisinde kullaniir. Bdylelikle, mevcut ag¢iklama
CCL’nin buna ihtivaci olan bir sidjeye bulusun CAR-modifive edilmis T hdcrelerinin

terapétik olarak etkili bir miktarim uygulamayi iceren tedavisini ve dnlenmesini saglar.
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Burada tarif edilen CAR-modifiye edilmig T hlcreleri, tek basina veya diluentler ile
velveya diger bilesenler, drnegin, IL-2 veya baska sitokinler veya hucre popilasyonlar
ile kombinasyon halindeki bir farmasdtik bilesim olarak uygulanabilir. Ozet olarak,
burada tarif edilen farmasétik bilesimler bir veya birden fazla farmasétik olarak veya
fizyolojik olarak kabul edilebilir tagiyicilar, diluentler veya eksipiyanlar ile kombinasyon
halinde, burada tarif edildigi Gzere bir hedef hilicre popllasyonunu igerebilir. Bu tarz
bilesimler tamponlari, 6rnegin, ndtral tamponlu salini, fosfat tamponlu salini ve
benzerlerini; karbonhidratlan, émedin, glukozu, mannozu, siikrozu veya dekstanlari,
mannitoll; proteinleri; polipeptitleri veya amino asitleri érnegin, glisini; antioksidanlari;
selatlama ajanlarini, 6regin, EDTA veya glutatyonu; adjuvanlan {(6rn., aliminyum
hidroksiti) ve koruyucular i¢erebilir. Burada tarif edilen bilesimler tercihen, intravenoz

uygulama igin formiile edilir.

Burada tarif edilen farmasotik bilesimler, tedavi edilecek (veya énlenecek) hastaliga
uygun bir sekilde uygulanabilir. Uygulamanin miktari ve sikli§i, uygun dozajlarin klinik
galismalar ile belirlenebilmesine ragmen, hastanin rahatsiziidi ve hastanin hastaliginin

tipi ve siddeti gibi faktorler tarafindan belirlenebilir.

"Bir immunolojik olarak etkili miktar®, "bir anti-tumor etkili miktar”, "bir timor-inhibe etme
etkili miktar" veya "terapdtik miktar" gdsterildiginde, mevcut bulusun bilesimlerinin
uygulanacak olan tam miktan, hastanin (sljenin) vasindaki, agifligindaki, timaor
boyutundaki, enfeksiyonun veya metastazin kapsamindaki ve rahatsizligindaki minferit
farkhliklari disiinerek bir hekim tarafindan belirlenebilir. Genel olarak, burada tarif
edilen T hicrelerini iceren bir farmasétik bilesimin, bu araliklarin icindeki tim tam say!
degerleri igeren, 10% ila 10° hucre/kg vicut agirh@, tercihen 10° ila 10° hicre/kg vicut
agirhgr olan bir dozajda uygulanabilecedi ifade edilebilir. T hicresi bilesimleri ayrica, bu
dozajlarda birden fazla kez de uygulanabilir. Hlcreler imminoterapide yaygin bir
sekilde bilinen inflzyon teknikleri kullanilarak uygulanabilir (bakiniz, drn., Rosenberg et
al., New Eng. J. of Med. 319:1676, 1988). Ozel bir hasta igin optimal dozaj ve tedavi
rejimi tip tekniginde uzmanhgi olan biri tarafindan hastayi hastaligin bulgulari igin

goruntileme ve tedaviyi bu dogrultuda ayarlama ile, kolaylik belirlenebilir.

Aktive edilmis T hucrelerini bir sujeye uygulamak ve akabinde miteakiben kani geri-
¢ekmek (veya gergeklestirilen bir afereze sahip olmak), buradan T hicrelerini mevcut

bulusa gore aktive etmek ve hastayl bu aktive edilmis ve genigletilmis T hicreleri ile
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veniden-inflze etmek arzu edilebilir. Bu proses her bir ka¢ haftada bir bir kac kere
yarutulebilir. T hicrelen, érmegin, 10 cc ila 400 cc'lik kan alimlarindan aktive edilebilir. T
hucreleri, 20 cc, 30 cc, 40 cc, 50 cc, 60 cc, 70 ce, 80 ce, 90 cc veya 100 cc'lik kan
alimlarindan aktive edilir. Teori tarafindan sinirflandirdimadan, bu ¢oklu kan alimi/coklu
yeniden-inflizyon protokoll kullanilarak T hucrelerinin bazi popullasyonlarini segme

gorevi gorebilir.

Sdje bilesimlerinin uygulanmasi, aerosol inhalasyonu, enjeksiyonu, agizdan almayi,
transfiizyonu, implantasyonu veya nakli iceren herhangi bir geleneksel sekilde
yaplilabilir. Burada tarif edilen bilesimler, bir hastaya subkitan, intradermal,
intratimaral, intranodal, intramediiller, intramaskiler olarak, intraventz (i.v.) enjeksiyon
ile veya intraperitoneal olarak, uygulanabilir. Ornegin, burada tarif edilen T hiicresi
bilesimleri bir hastaya intradermal veya subkltan enjeksiyon ile uygulanir. Bir bagka
ormekle, burada tarif edilen T hiicresi bilesimleri tercihen i.v. enjeksiyon ile uygulanir. T
hicrelerinin bilesimleri dogrudan bir timér, lenf nodu veya enfeksiyon yeri igine enjekte

edilebilir.

Belirli durumlarda, burada tarif edilen ydntemler ve teknikte bilinen, T hcrelerinin
terapotik dizeylere genisletildigi, baska yodntemler kullanilarak aktive edilmis ve
genisletiimis hicreler, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla, ajanlar ile tedaviyi, érnegin,
MS hastalan i¢in anti-viral terapiyi, sidofovir ve interldkin-2, Sitarabin (ayn1 zamanda,
ARA-C olarak bilinir) veya natalizumab tedavisini veya psoriyazis hastalar igin
efalizumab tedavisini veya PML hastalan igin diger tedavileri iceren gok sayida ilgili
tedavi ydntemleri ile baglantih olarak (6rn., éncesinde, sirasinda veya sonrasinda) bir
hastaya uygulanir. Burada ayrica, kemoterapi, radyasyon, immunosuipresif ajanlar,
ormegin, siklosporin, azatiyoprin, metotreksat, mikofenolat ve FK506, antikorlari, veya
diger immuno-ablatif ajanlar, drnegin, CAM PATH, anti-CD3 antikorlarn veya diger
antikor terapileri, sitoksin, fludaribin, siklosporin, FK506, rapamisin, mikofenolik asit,
steroidler, FR901228, sitokinler ve irradyasyon, ile kombinasyon halinde kullanilabilen
T hicreleri de agiklanir. Bu ilaglar, kalsiyum-badimli fosfataz kalsinérini (siklosporini ve
FK506'y1) inhibe eder ve buyime faktér indikli sinyalleme igin dnemli olan p70S6
kinazini (rapamisin) inhibe eder (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991; Henderson et al.,
Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin. Immun. 5:763-773, 1993). Burada
aynica, kemik iligi nakli, kemoterapi ajanlar, drnegin, fludarabin, dig-isin radyasyon

terapisi (XRT), siklofosfamid veya antikorlar, érnegin, OKT3 veya CAMPATH kullanilan
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T hicresi ablatif terapisi ile badlantili olarak (6m., dncesinde, sirasinda veya
sonrasinda) bir hastaya uygulanan mevcut bulusun hicre bilegsimleri de aciklanir.
Burada ayrica, B-hlcresi ablatif terapisini, drmedin, CD20, &rn., Rituksan, ile reaksiyona
giren ajanlar takiben uygulanan mevcut bulusun hdcre bilesimleri de tarif edilir.
Ornegin, sljeler yiksek doz kemoterapi ile standart tedavi, akabinde periferik kan kok
hiicre nakli gegirebilir. Bazi durumlarda, nakli takiben, sUjeler mevcut bulusun
genisletilmis immin hicrelerinin bir inflzyonunu alir veya genisletiimis hiicreler cerrahi

Oncesinde veya sonrasinda uygulanir.

Bir hastaya uygulanacak olan yukaridaki tedavileri dozaji, tedavi edilmekte olan
rahatsizligin kesin dogasi ve tedavinin alici ile gesitlilik gdsterecektir. insan uygulamasi
icin dozajlarin dlgeklendiriimesi, teknikte-kabul edilen pratiklere gore yapilabilir.
CAMPATH igin doz, ornedin, genel olarak, bir erigkin hasta igin, genellikle 1 ila 30
gunlik bir periyot boyunca ginlik olarak uygulanan, 1 ila yaklasik 100 mg araliinda
olacaktir. Bazi durumlarda, glnde en fazla 40 mg olan daha blylk dozlarin
kullanilabilmesine ragmen (6,120,766 Numaralh US Patentinde tarif edilmistir), tercih

edilen gunlik doz ginde 1 ila 10 mg’dir.

DENEYSEL ORNEKLER

Bulus, asagidaki deneysel 6rneklere atfen detayli olarak ilaveten tarif edilir. Bu drnekler
yalnizca aglklama amaciyla saglanir ve aksi ifade edilmedikge sinirayici olmasi
amaglanmaz. Boylelikle, bulugun herhangi bir sekilde asadidaki ornekler ile
sinirlandirdid@  seklinde anlam c¢ikarilamamalidir, daha ziyade, burada sadlanan
ogretinin bir sonucu olarak asikar hale gelecek olan herhangi bir veya tim varyantlan

kapsadigi seklinde yorumlanmahdir.

llave agiklama olmadan, teknikte normal uzmanligi olan birinin, 8nceki agiklamay! ve
asagidaki agiklayici ornekleri kullanarak, mevcut hulusun hilesiklerini yapabilecegine
veya bunlardan yararlanabilecedine ve talep edilen yontemleri tatbik edebilecegine
inanilir. Dolayisiyla, asagidaki ¢alisma 6rnekleri, spesifik olarak mevcut bulugun tercih
edilen uygulamalarini isaret eder ve aciklamanin geri kalanini herhangi bir sekilde

siniMandirdig@i seklinde anlam c¢ikariimaz.
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Ornek 1: Kimerik reseptorleri eksprese eden T hiicreleri, ilerlemis 16semisi olan

hastalarda hafiza ve giiclii anti-tiimor etkileri olusturur

Kimerik antijen reseptérleri (CAR’lar) eksprese etmesi igin mihendislik uygulanmig
olan lenfositler dnceki klinik ¢ahsmalarda minimal in vivo genigleme ve anti-timor
etkiler gdstermigtir. Burada sunulan sonuglar, CD137 igeren CAR T h(icrelerinin
ilerlemis kronik lenfositik 16semili (CLL) tedavi edilmis (i¢ hastanin glinde inflizyonu
takiben gugli c¢apraz-olmayan direngli klinik aktiviteye sahip oldugunu gdsterir.
Mihendislik uygulanmis T hicreleri in vivo binden daha fazla-kat genislemistir, kemik
iligine tasinmistir ve en az 6 ay boyunca yiksek dizeylerde fonksiyonel CAR eksprese
etmeye devam etmigtir. Ortalama olarak, her bir infize edilmis CAR+ T hicresi en az
1000 CLL hicresinin kékini kurutmusgtur. Bir CD19 spesifik immin yanit, ¢ hastanin
ikisinde tam remisyon ile beraber, kanda ve kemik ili§inde gdsterilmistir. Hlcrelerin bir
kismi hafiza CAR+ T hicreleri olarak kalmaya devam eder; bu, bu MHC-digi
sinidandinimis yaklasimin B hiicresi malignitelerinin etkili tedavisi igin potansiyelini

gosterir.

Bu érneklerde kullanilan malzemeler ve yéntemler simdi tarif edilir.

Malzemeler ve Yontemler

Genel laboratuvar bevani

Arastirma 6rnedi isleme, dondurma ve laboratuvar analizleri, yerlesik SOP ve/veya
érmek alma, igleme, dondurma ve analiz igin protokoller ile lyi Laboratuvar
Uygulamalan prensipleri altinda ¢alisan Pensilvanya Universitesinde Translational and
Correlative Studies Laboratory’de gergeklestiriimistir. Analiz performansi ve veri
raporlama, MIATA kilavuzlan ile uyumludur (Janetzki et al., 2009, Immunity 31:527-
528).

Protokol Tasarimi

Klinik c¢alisma {NCT01029366), Sekil 1'de diyagram ile gosterildigi sekilde
yuritilmistar. Onceki en az iki tedavi rejimini takiben inatgi hastaligr ile CD19 pozitif

hematolojik malignitesi olan ve allojeneik kdk hiicre nakli icin uygun olmayan hastalar,
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¢alisma icin uygundur. Timdrin yeniden-evrelenmesini takiben, CART19 Oretimi igin
periferik kan T hdcreleri aferez ile toplanmistir ve sujelere infuzyondan énceki hafta
boyunca Sekil 10°da belirtildigi sekilde bir tek kemoterapi kiri verilmigtir. CART19
hicreleri, Sekil 10’da gésterilen dozda 3 ginlik bir yank doz rejimi (%10, %30 ve %60)
kullanilarak intravendz inflizyon ile uygulanmistir ve mevcut oldugunda, bir ikinci doz
gin 10'da uygulanmigtir; yalmzca UPN 02, bir ikinci inflzyon igin yeterli hiicreye
sahiptir. Sljeler en az 6 ay boyunca sk araliklarla toksisite ve yanit igin
degerlendirilmistir. Protokol, ABD Gida ve ilag Dairesi, Rekombinant DNA Tavsiye
Komitesi ve Pensilvanya Universitesi Hastane Etik Kurulu tarafindan onaylanmigtir.

inflzyonun birinci giind, calisma Gin 0 olarak ayarlanmistir.

Siijeler: klinik 6zet

Klinik 6zetler, Sekil 10’da genel hatlanyla 6zetlenir ve detayll dykiler burada baska
yerde sadlanir. Hasta UPN 071'e ilk olarak 55 yasinda evre Il B hiicresi CLL tanisi
koyulmustur. Hasta asemptomatiktir ve progresif lenfositoz, trombositopeni, adenopati
ve splenomegali icin terapi gerektirene kadar yaklagik 1 - 1/2 yil boyunca gdzlenmigtir.
Zaman sireci boyunca, hasta 8n terapi basamaklarini almistir. En yakin tarihli terapi,
minimal bir yanit ile CART19 hucre inflzyonundan 2 ay once 2 siklus, pentostatin,
siklofosfamid ve rituksimabdir. Akabinde, hiicre CART-19 hiicre inflizyonundan énce

lenfo-tlketici kemoterapi olarak bir siklus bendamustin almistir.

Hasta UPN 02'ye ilk olarak, hasta yorgunluk ve lokositoz ile sunuldugunda, 68 yasinda
CLL tanisi koyulmustur. Hasta, terapi gerektiren progresif 16kositoz (195.000/ul), anemi
ve trombositopeni geligtirdiginde, 4 yil boyunca gérece kararhdir. Karyotipik analiz, CLL
hucrelerinin kromozom 17p'nin silinmesine sahip olduklarini gdstermisgtir. Progresif
hastaliktan dolayi, hasta bir parsiyvel yanit ile alemtuzumab ile tedavi edilmistir, ancak
bir buguk yil icinde, hasta progresif hastalija sahiptir. Hasta 18 ay boyunca bir parsiyel
yanit ve1 yillik bir progresyonsuz aralik ile alemtuzumab ile tedavi edilmistir. Akabinde,
hasta anlamli bir yanit olmadan rituksimab ile bendamustinin 2 siklusunu almistir {$Sekil
5A). Hasta, CART-19 hiicre infizyonundan once lenfo-tliketici kemoterapi olarak tek

ajan bendamustin almigtir.

Hasta UPN 03 50 yasinda asemptomatik evre | CLL ile sunulmugtur ve gdzlem ile

yilllarca takip edilmistir. Hasta terapi gerektiren progresif I0kositoza (beyaz kan hiicresi
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saylisi 92.000/ul) ve progresif adenopatiye sahiptir. Hasta fludarabin ile rituksimabin 2
siklusunu almistir, bu kan sayimlarinda normalizasyon ve adenopatide tam olmayan
rezolisyonu yoluyla anlaml iyilegsme ile sonuclanmistir. Hasta yaklasik olarak 3 yilhk
bir progresyonsuz aralifa sahiptir. Karyotipik testler hiicrelerin, 200 hiicrenin 170'inde
bir TP53 silinmesi gosteren FISH ile kromozom 17p’nin  silinmesini icerdigini
gOstermigtir. Sonraki yillar boyunca, hasta progresif |0kositoz ve adenopati igin 3 farkl
terapi basamagina (Sekil 10) ihtivag duymustur, en son CART19 hiicre inflizyonundan
6 ay once bir parsiyel yanit ile alemtuzumab almistir. Hasta, CART-19 hiicre
inflzyonundan &nce lenfo-tlketici kemoterapi olarak pentostatin ve siklofosfamid

almstir.

Vektor Uretimi

CD19-BB-z transgeni (GeMCRIS 0607-793) tasarlanmigtir ve tarif edildi§i sekilde
yapilmistir (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17:1453-1464). Lentiviral vektér, tarif edildigi
sekilde Lentigen Corporation’da bir tig-plazmitli Gretim yaklagimi kullanilarak giincel iyi
uretim uygulamalarina gore aretilmigtir (Zufferey et al., 1997, Nature biotechnol 15:871-
875).

CART17 hiicre driniinin preparasyonu

Anti-CD3 ve anti-CD28 monoklonal antikarlari ile kaph paramanyetik polistiren bilyeler
kullanarak T hicresi preparasyonunun ydntemleri tarif edilmistir (Laport et al., 2003,
Blood 102: 2004-2013). Lentiviral transdiksiyon tarif edildigi sekilde yapilmigtir (Levine
et al., 2006, Proc Natl Acad Sci U S A 103:17372-17377).

Tumor yiiki hesaplamasi icin yontemler

Baseline’daki CLL vyiku, S$ekil 10'da gosterildigi sekilde hesaplanmistir. CLL
hiicrelerinin sayisi, asagida tarif edildidi sekilde kemik iliginde, kanda ve sekonder

lenfoid dokularda hesaplanmigtir.

Kemik iligi: Saglkh erigkinlerde, kemik iligi toplam vicut agirhdinin yaklasik olarak
%5’ini temsil eder (Woodard et al., 1960, Phys Med Biol, 5:57-59; Bigler et al., 1976,
Health Phys 31:213-218). lliyak kanat drneklerindeki kemik iligi 5 yasinda toplam



10

15

20

25

62

kemidin %20’sinden 35 yasinda yaklasik %50'sine yukselen, 65 yagina kadar stabil
kalan ve sonra 75 yasinda yaklasik %67 inaktif ilige yukselen, yas ile inaktif (yagh) iligin
artan bir ylizdesine sahiptir (Hartsock et al., 1965, Am J Clin Path 43:326-331). 35
yasindaki erkekler i¢in aktif (kirmiz1) ve inaktif {yagh) iligin toplam iskelet agirlid igin
uluslararasi referans degeri glncel olarak, sirasiyla, 1170 g'a ve 2480 g'a ayarlidir
(Basic anatomical and physiological data for use in radiclogical protection: The
Skeleton in Annals of the ICRP, Vol. 25 (ed. Smith, H.) 58-68 (A report of a Task Group
of Committee 2 of the International Commission on Radiological Protection, 1995)). 35
ila 65 yas arahgindaki erigkin erkekler, aktif (kirmiz1) ilik olarak %1,6’'dan ve inaktif
(vagh) ilik olarak %3,4’ten olugan, toplam vicut agiriginin %5,0' i1 temsil eden ilige
sahiptir (Basic anatomical and physiological data for use in radiological protection: The
Skeleton in Annals of the TCRP, Vol. 25 (ed. Smith, H.) 58-68 (A report of a Task
Group of Committee 2 of the International Commission on Radiological Protection,
Oxford, 1995)). Kemik ilidi biyopsisi ve aspirat numunelerine gore, baseline’da (g hasta
icin CLL hicrelerinin adirligi, Tablo 1'de gosterildigi sekilde hesaplanmistir. Akabinde,
toplam CLL ilik katlesinin bu tahminleri, 1 Kg = 10'2 hicre kullanilarak ilik igindeki
toplam CLL hicre sayisina donUstirialmastar ve elde edilen sayilar $ekil 10'da
gbsterilir. Bu hesaplamalar, CLL'nin kemik iligi icinde tekdiize bir dagilima sahip oldugu
varsayimina dayanir. Hasta UPN 01 igin, hesaplamalar, bendamustin
kemoterapisinden once alinan bir ilik biyopsisi icin ve bendamustinden sonra ve
CART19 inflizyonundan dnce alinan bir aspirat igin gosterilir. Sayilar, gin -1 aspiratinin
teknik sinifandirmalarindan dolayl glin -14 biyopsi numunesine kiyasla giin -1 aspirat
icin daha az kesindir. Hasta UPN 02 iligin CLL ile tam replasmanini gdsteren bir tek
tedavi-dnecesi biyopsi numunesine sahiptir. Bu hasta CART19 sonrasi glin 30'da
degismemig bir numuneye sahiptir. Hasta UPN 03 icin ilik yaka, bir kemoterapi-sonrasi

ve CART19 dncesi biyopsisine gbre hesaplanmigtir.

Tablo 1: ilik Kiitlesi
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Aktif iligin Agirhigi (kg)  Inaktif iligin Agirhgi (kg) Toplam ilik (kg)

Normal erkekler (ICRP : : s P
referans standard B Y ' 2.48 , 305

UPN 01 gln -14

(%95 hiicresel) 347 0.18 3.65
UPN 02 gun -47 F T R O I S
(%95 hiicresel) 3 34T e 08 305
UPN 03 glin -1

(%60 hilcresel) 210 +.46 3.65

_ CLL’nin Agirhdi (kg)

UPN 01 gin -14

1970 GLL) e . 243

UPN 01 giin -1 ST
(pihti ile %50 CLL) P N

UPN 02 gin -47

(%G8 I 1) 399

UPN 03 giin -1 R R T R
(%40 CLL) DR ¥ "

Kar: Yalnizca hasta UPN 02, kanda CART19 inflizyonu éncesi kayda deger CLL timor
yukline sahiptir. Akis sitometrisi, hiicrelerin bir mat ylizey kappa-sinirflandiriimig CD5+
CD10-CD19+ CD20(mat)+ CD23(degisken)+ IgM-B hucre populasyonu ile bir klonal
poplilasyon olarak tipik bir fenotipe sahip oldugunu gdstermigtir. CLL hiicrelerinin
yaklasik olarak %35’i, CD38'i birlikte-eksprese etmistir. CLL yUkd, 3 siklus bendamustin
kemoterapisi ile berrak degildir ve CART19 infuzyonlar sirasinda mevcuttur. CART 19
infUzyonlan sirasinda, kandaki CLL sayisi, 55.000 hicre/pL’dir. 5,0 L’lik bir kan hacmi
varsayarak, hasta UPN 02, gin 0'da kaninda 2,75 x 10" CLL hiicresine sahiptir.
Hastalar UPN 01'de ve 03'te, normal genel WBC goz dniinde bulunduruldugunda, bu
hastalarda, toplam vilcut yiikiine biraz az bir deger bigilmesine neden olacak olan,

dolasimdaki hastalik yUki hesaplanmamistir.

Sekonder lenfoid dokular. Lenfadenopati ve splenomegali hacmi FDA-onayll yazilim
kullanilarak eksensel BT U(zerinde kantifiye edilmistir. Hacimler, yalnizca, gégus,
abdomen ve pelvis icindir. T1 vertebral vicuttan ortak femoral arterin bifurkasyon
duzeyine kadarki kitleler tim hastalarda dlgclimistir ve bazisinda, inguinal alandaki
nodlar da dahil edilmistir. Bastaki/boyundaki ve kol ve bacaklardaki nodlar, analize
dahil edilmemigtir v baseline CLL hedef hiicre sayisina dahil edilmemistir, bu ayrica
toplam viicut ylUkiine biraz az bir deder bicilmesine de neden olacaktir. Hastalar UPN
01 ve 03, 6 ayin oOtesine slrdiriimiis tam remisyona sahiptir ve bodylece formdl
(baseline hacim - ay 3 hacmi) baseline’a gére timdr ylkindeki digtisi belirlemek igin

kullaniimistir; hasta UPN 02, adenopatide stabil hastalija sahiptir ve béylece baseline
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tamoér  kitlesi, referans splenik hacmi yas-esli sadlkli erkeklerden c¢ikarma ile
hesaplanir {Harris et al., 2010, Eur J Radiol 75:¢97-e101). Baseline timor kutlesi, bir
yogunluk yaklasimi (1 Kg/L yodunluk ve 1 Kg = 10" hiicre) hiicreleri veya bir hacim
yaklagimi (CLL hicreleri, kiuresel sekli varsayarak, 10 pM c¢apinda veya 600 fL'dir)
kullanilarak CLL hicrelerine donusturilmustir ve her iki deger Sekil 10'da sunulur. Ug
hastada sekonder lenfoid dokulardaki tiimér hacimleri, mevcut BT taramalarindan
hesapladigi sekilde asagida Tablo 2’de gdsterilir.

Tablo 2: Tiimor Hacimleri

Calisma LN hacmi Dalak hacmi Toplam hacim
Hasta Giinii (rmm3) {mm3) (mma3)
,._.iuo}:;N: '_“'37'_"_-‘ 239885 | 16191807 - 1858835
1ay - 108005 7 1258576 1363580

3ay . . .68060 - . o0q178625 . .. - . 1241685 -
1ay 111755 940960 1052715
1ay 111526 371200 482725
3av  © 47245 - 299860 0 . 347105

Hasta UPN 01 icin baseline BT taramasi, 2 siklus

pentostatin/siklofosfamid/rituksimabdan 8 gun sonra gerceklestiriimigtir ve énceki BT
taramasina kiyasla bu kemoterapi rejimine yanit gostermemisgtir. Hasta CART 19°dan
once bir siklus bendamustin almistir ve boylelikle UPN 01 igin Gun -37'den Gun +31'e
timdr hacmindeki degisim bendamustinin ayni zamanda CART19'Un potansiyel
katkisini diglayamaz. Benzer sekilde, UPN 03 igin tim&r hacmindeki dedisim 1 siklus

pentastatin/siklofosfamidin ve CART12°un birlestirilmis etkisini yansitir.
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Hastalarda in vivo E:T oraninda etkili hesaplama (tahmin) icin yontem

infuze edilmis CAR T hiicrelerinin dldiralmis timér hicrelerinin sayisina E:T orani,
CAR T hiicre enjeksiyonu sirasinda bulunan timdr hicrelerinin sayisi ve enjekte
edilmis CAR T hicrelerinin sayisi kullanilarak hesaplanmistir (Carpenito et al., 2009,
Proc. Natl Acad Sci U S A 106:3360-3365). Mevcut bulug igin, yeterli dogruluk ve
kesinlik ile in vivo bulunan CART12- T hicrelerinin mutlak sayisini belirlemek mamkun
olmadiginda, Sekil 10'da gosterildigi lzere enjekte edilmis CAR19+ T hlcrelerinin
sayisi kullanilmistir. Kandaki ve ilikteki CART19 geniglemesinin mevcut verileri, $ekil
2'de Sekil 6’'da gdsterildigi Gzere gicladar. Buna ragmen, maksimal timér disisi
sirasinda in vivo elde edilen CART19 hicrelerinin toplam sayisi konusunda kayda
deger belirsizlik olusturan, CART19un diger yerlere, dmedin, sekonder lenfoid
dokulara tagimasini beliremek mimkdn degildir. Tablo 3’ten hesaplanan degerler, etkili

E.T oranlanni tiretmek igin kullanilmistir,

Tablo 3: In vivo elde edifen hesaplanns CART19 E:T oranlari

Hasta Tiimor Yuki (Baseline ve Delta) Cnilgt%zgfr?gg:ijeri In Viva EQT' -
Kemik iligi Kan Nodlar/iDalak® 7 CLL Yukundeki
Baseline  Baseline Haseline gopam
UPNOL . LFOEH12 0 NIA - BAE+(E - 251F+i2 . 1436308 . 12200
UPNOZ  320E412  275E+11  16E412  2T4EHIR BBOEA08 ~1:1000
UPND3 - BBOE+I1  NA - T UA4E+It  432E412 1428407 1:93,000

. Arallk - 1000-93,000

1 = ortalama yogunluk ve hacim ydntemi

2 = Hasta UPN 02 kemik iliginde yanit vermemistir ve dalakta ve lenf nodlarinda
BT ile olculen tumér kutlelerinde adenopatide (3,1E+11 hlcre) bir parsiyel
disuse sahiptir. Kandaki yanitigin, bakiniz Sekil 5A.

Ornek isleme ve dondurma

Ornekler ((periferik) kan, ilik), mor kapakh (K2EDTA) veya kirmizi kapakh (katki
maddesi yok) bosayll tiplere (Becton Dickinson) toplanmistir ve alindiktan sonraki 2
saat icinde TCSL'ye aktariimistir. Ornekler, yerlesmis laboratuvar SOP’a gdre alim

sonrasindaki 30 dakika icinde islenmistir. Periferik kan ve ilik mononukleer hucrelerni,
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Ficoll-Paque (GE Health care, 17-1440-03) kullanilarak Ficoll yodunluk gradyan
sentrifligasyonu vasitasiyla saflastinimistir ve %4 insan serum albimini (Gemini Bio-
Products, 800-120), %2 Hetastarch (Novaplus, NDC0409-7248-49) ve %10 DMSO
(Sigma, D2650) ile takviye edilmis RPMI (Gibco 11875-135) i¢inde 5100 Cryo 1°
dondurma kaplan kullanilarak dondurulmustur; -80°C’de 24-72 saat sonra, hlcreler
uzun-sureli saklama igin sivi Nitrojene transfer edilmigtir. Aferez drnekleri Pensilvanya
Universite Hastanesi Kan Bankasi yoluyla elde edilmistir ve Ficoll gradyan saflagtirma
ile CVPF iginde islenmistir ve yukanda oldudu sekilde dondurulmustur. Buz-
¢bzllmesinin hemen sonrasinda viabilite, de@erlendirildiginde %85ten buyuktdr.
Serum izolasyonu i¢in, érneklerin oda sicakliinda 1,5-2 saat koagile olmasina izin
verilmistir; serum sentrifugasyon ile izole edilmigtir ve tek kullanimhk 100 pl'lik alikotlar -

80°C’de dondurulmustur.

Hiicre hatlan

K562 (CML, CD19-negatif), ATCC’den {CCL-243) elde edilmistir, K562/CD19, Carmine
Carpenito’'nun comert bir hediyesidir ve CD19 molekulini eksprese etmesi icin %100
siklikta lentiviral olarak aktariimis K562'dir. NALM-6, bir CD19-pozitif T-olmayan, B-
olmayan ve CD19 antijeni eksprese ettigi dogrulanmis TUM 6ncill B hiicresi havuzu
(Hurwitz et al.,, 1972, Int J Cancer 23:174-180), Laurence Cooperin cémert bir
hediyesidir. Yukaridaki hlcre hatlan %10 fetal bovin serumu (Hyclone) ve %1 Pen-
Strep {Gibco, 15140-122) ile takviye edilmis R10 vasati (RPMI 1640 (Gibco, 11875)
icinde idame ettirilmistir. Bir saglikh dondrden periferik mononikleer hiicreler (ND365)
Pensilvanya Universitesinde insan immiinoloji Merkezi’'nden aferez ile elde edilmistir,

yukaridaki sekilde iglenmigtir ve dondurulmusgtur.

DNA izolasyonu ve Q-PCR analizi

TAM-kan veya ilik dmekleri, mor kapakh (K3EDTA) bosayl tiplere (Becton Dickinson)
toplanmistir. Genomik DNA, QlAamp DNA kan midi kitleri (Qliagen) ve yerlesmis
laboratuvar SOP’u  kullanilarak tam-kandan dogrudan izole edilmistir ve
spektrofotometre ile kantifiye edilmistir ve -80°C’de saklanmistir. Genomik DNA
omekleri Uzerindeki Q-PCR analizi, 123-200 ng genomik DNA/zaman-noktasi, ABI
Tagman teknolojisi ve entegre edilmis CD19 CAR ftransgeni dizisini saptamak i¢in

valide edilmis bir analiz kullanilarak yi§in i¢inde gercgeklestirilmigtir. Standart egri
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egimini ve yeni degerleri, bir referans dederi (1000 kopya/plazmit spayk) dodru bir
sekilde kantifiye etme vyetisini ve saghkh dondr DNA'si dmeginde amplifikasyon
olmamasini iceren gecme/alma parametresi araliklan kalifikasyon calismalarindan ve
onceden-belilenmis kabul aralklanndan hesaplanmistir. CD 19 CAR transgeni igin
primer/problar tarif edildigi sekildedir (Milone et al., 2009, Mol Ther 17:1453-1464).
Kopya sayisi/ birim DNA’yi belirlemek igin, 100 ng aktanimamis kontrol genomik
DNA'si icine eklenmig olan 10°-5 kopya lentivirlis plazmidinden olusan 8-puanlik bir
standart egrisi Uretilmistir. Her bir veri-noktasi {Grnekler, standart edri, referans
drnekler) bildirilen ortalama degerler ile Ug¢-kopya halinde degerlendiriimistir. Hasta
UPN 01 icin, bildirilen tim degerler, %0,46'dan az olan bir CV %’si ile 3/3 kopyada
pozitif bir Ct degerinden tdretilmigtir. Hasta UPN 02 i¢in, gun +177 érnegi istisnasi ile
(2/3 kopya pozitif, yliksek CV %’si), hildirilen tim dederer %0,72'den az olan bir CV
%’si ile 3/3 kapyada pozitif bir Ct degerinden tdretilmigtir. Hasta UPN 03 igin, gin +1
omegdi istisnasi ile (2/3 kopya pozitif, %0,8 CV), bildirilen tim degerler %1,56'dan az
olan bir CV %’si ile 3/3 kopyada pozitif bir Ct degerinden tlretilmistir. Analiz igin alt
kantifikasyon sinin (LLOQ), 2 kopya-mikrogram DNA’da (10 kopya/200 ng DNA girdisi)
standart egriden belirlenmistir; LLOQ altindaki (yani, kantifiye edilemeyen ancak
bildirilebilen) ortalama dederlerin yaklagik oldudu ddsundlir. Arastinlan DNA'nin
kalitesini kontrol etmek i¢in paralel bir amplifikasyon reaksiyonu, 12-20 ng genomik
DNA girdisi, CDKN1A geninin  (GENEBANK: Z859986) (yolcu  primer:
GAAAGCTGACTGCCCCTATTTG; SEQ ID NO. 25, rehber  primer:
GAGAGGAAGTGCTGGGAACAAT; SEQ ID NO. 286, prob: VIC- CTC CCC AGT CTC
TTT; SEQ ID NO. 27) transkribe-edilmemis genomik dizi upstream’ina spesifik olan bir
primer/prob kombinasyonu ve kontrol genomik DNA’nin seyreltiimesi ile olusturulan 8-
puanlik bir standart egrisi kullamlarak gerceklestiriimisti;, bu  amplifikasyon
reaksiyonlar bir duzeltme fakidérid (CF) (saptanan ng/ ng girdi) dretmigtir. Kopya
transgeni/mikrogram DNA, formile goére hesaplanmistir: CD19 standart egirisinden
hesaplanan kopya/girdi DNA (ng) x CF x 1000 ng. BU analizin dogrulugu, formlle gbére
Q-PCR ile infliize edilmis hiicre Ur(iniinlin isaretlienmesini kantifiye etmesi yetisi ile
belirlenmistir: Ortalama isaretleme = saptanan kopyalar/girdi DNA x 6,3 pg DNA/erkek
somatik hiicresi x CAR-spesifik saptama reaktifleri kullanilan akis sitometrisi ile
transgen pozitifligine kiyasla CF. Bu kér belirlemeler, UPN 01 inflzyon Grlnd igin
%22,68 isaretleme (akis sitometrisi ile %22,6), UPN 02 inflizyon Urdnud igin %32,33
isaretleme {akis sitometrisi ile %23) ve UPN 03 infuzyon uruni igin %4,3 isaretleme

(akis sitometrisi ile %4,7 isaretleme) Uretmistir.
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Sitokin analizleri

Coézinebilen sitokin faktérlerinin kantifikasyonu, Luminex bilye dizilim teknolojisi ve Life
technologies {Invitrogen) firmasindan satin alinan kitler kullanilarak gergeklestirilmigtir.
Analizler, 3-kathk bir seyreltme serisi kullanilarak Gretilen 8-puanlik bir standart egrisi
ile Uretici protokolii uyarinca gergeklestiriimistir. Her bir standart puan ve 6érnek 1:3°I0k
seyreltmede iki-kopya halinde degerlendirilmigtir; iki-kopya halindeki olgimler igin
hesaplanan CV %'si %15'ten azdir. Veriler, bir Bioplex 200 lizerinde edinilmistir ve 5-
parametreli lojistik regresyon analizi kullanilarak Bioplex Manaher versiyon 5.0 yazilimi
ile analiz edilmistir. Standart egri kantifikasyon araliklan %80-120 (gozlenen/beklenen
deger) arahgi ile belirlenmigtir. Minferit analit kantifikasyon araliklar Sekil lejantlarinda

bildirilmistir.

CAR fonksiyonunu saptamak icin hiicresel analiz

Hiicreler buzu-gdziildikten ve TCM icinde gece boyu dinlendirildikten sonra, hedef
hicrelere yanitta CD107 degranilasyonunu olgme ile islevsellik icin dederlendirilmigtir.
Degraniilasyon analizler, esas olarak tarif edildigi Gzere (Betts et al., 2003, J Immunol
Methods 281:6578) 48-kuyucukluklu plakalarda CD49d (Becton Dickinson), anti-CD28,
monensin (e-Bioscience) ve CD107a-FITC antikoru {eBiosciences) varhiginda 500 pl'lik
bir nihai hacim iginde 1 x 108 PBMC ve 0,25 x 10° hedef hiicre kullanilarak 37°C'de 2

saat boyunca gergeklestirilmigtir.

Antikor reaktifleri

Asagdidaki antikorlar bu ¢ahsmalar igin kullaniimigtir: MDA-CAR, AlexaB47’ye konjugat
bir midrin anti CD 19 CAR antikoru, Dr.’lar Bipulendu Jena’nin ve Laurence Cooperin
(MD Anderson Cancer Center) comert bir hediyesidir. Multi-parametrik immiino-
fenotipleme ve fonksiyonel analizler igin: anti-CD3-A700, anti-CD8-PE-Cy7, anti-PD-1-
FITC anti-CD25-AF488, anti-CD28-PercP-Cy5.5, anti-CD57-eF450, anti-CD27-APC-
eF780, anti-CD17-APC-eF780, anti-CD45RA-eF605NC, CD107a-FITC (tumd, e-
Bioscience), anti-CD4-PE-Texas Red ve Live/Dead Aqua (Life Technologies) ve anti-
CD14-V500, anti-CD16-V500 (Becton Dickinson). Genel immuno-fenotipleme igin:
timu Becton Dickinson firmasindan, CD3-PE, CD14-APC, CD14-PE-Cy7, CD16-FITC,
CD16PE-Cy7, CD19-PE-Cy7, CD20-PE.



10

15

20

25

30

35

69

Multi-parametre akis sitometrisi

Hicreler, Ficoll-Pague iglemesinden sonra taze veya donduruldugunda, %5 insan AB
serumu (GemCall, 100-512), %1 Hepes (Gibco, 15630-080), %1 Pen-Strep (Gibco,
15140-122), %1 Glutamax (Gibco, 35050-061) ve %0,2 N-Asetil Sistein {American
Regent, NDC0517-7610-03) ile takviye edilmis T hiicresi vasati (TCM) (X-vivo 15
(Lonza, 04-418Q) iginde bir 2 x 10° hicre/ml yogunlugunda gece boyu dinlendirildikten
sonra akis sitometrisi ile degerlendirilmistir. Multi-parametrik immino-fenotipleme,
metinde tarif edildigi Gzere FMO boyalar kullanilarak, 4 x 10° toplam hiicre/kogul'da
gerceklestiriimigtir. Hucreler, dretici tarafindan tavsiye edilen antikor ve reaktif
konsantrasyonlan kullanilarak buz tzerinde 30 dakika boyunca bir 1 x 10° hiicre/100 pl
PBS yogunlukta boyanmstir, yikanmistir, %0,5 paraformaldehit icinde vyeniden-
suspanse edilmistir ve Mavi (488 nm) Viyolet {405 nm), Yesil (532) ve Kirmizi (633 nm)
lazerler ve yukandaki antikor kombinasyonlarinin saptanmasi ve ayrilmasi igin uygun
filtre ayarlari ile donatilmis bir modifiye edilmis LSRIl (BD Immunocytometry systems)
kullanilarak edinilmistir. Her bir boyama igin minimum 100.000 CD3+ hiicre edinilmistir.
Fonksiyonel analizler igin, hiicreler yikanmistir, ylizey belirtecgleri icin boyanmistir, %0,5
paraformaldehit iginde yeniden-sispanse edilmistir ve yukanda oldudu sekilde
edinilmistir; her bir boyama kosulu igin minimum 50.000 CD3+ olay) toplanmistir.
Kompensasyon degerleri tekli antikor boyalan ve BD kompensasyon bilyeleri (Becton
Dickinson) kullanilarak belilenmistir ve hesaplanmistir ve aygit tarafindan otomatik
olarak uygulanmustir. Veriler FlowdJo yaziimi (Version 8.8.4, Treestar) kullanilarak
analiz edilmistir. Genel immuno-fenotipleme icin, hicreler bir Mavi (488) ve Kirmizi
(633 nm) lazer ile donatiimig bir Accuri C6 sitometre kullanilarak edinilmigtir.
Kompensasyon degerleri tekli antikor boyalan ve BD kompensasyon bilyeleri (Becton
Dickinson) kullanilarak belirlenmistir ve manuel olarak hesaplanmistir. Veriler C-Flow
yazihmi analiz paketi (versiyon 1.0,264.9, Accuri sitometreleri) kullanilarak analiz

edilmistir,

Hasta gecmis tibbi oykiileri ve terapiye yanit

Klinik tedavi 6zetleri, Sekil 10'da genel hatlariyla 6zetlenir. Hasta UPN 01 ilk olarak, 55
yasinda evre Il B hicresi CLL tanmisi almistir. Hasta asemptomatiktir ve progresif
lenfositoz, trombositopeni, adenopati ve splenomegali igin terapi gerektirene kadar

yaklasik olarak 1-1/2 yil boyunca gdzlenmistir. 2 siklus fludarabinden sonra, hasta kan
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sayimlarinin tam normalizasyonunu ve BT taramalan ile bir tam yanita sahiptir.
Progresyon, asemptomatik lenfositoz, trombositopeni ve artan adenopati ile 5 ay icinde
bildiriimigtir. Hasta, yaklasik olarak 3 yil boyunca semptomsuz olarak gozlenmistir ve
daha sonra progresif 16kositoz, anemi ve trombositopeni i¢in Rituksimab ve fludarabin
ile tedavi gerektirmistir. Hasta, kan sayimlarinda parsiyel iyilesme ile fludarabin ile 4
siklus rituksimab ile tedavi edilmistir. Hasta yine ldkositoz (WBC 150.000/ul) ve
trombositopen (plateletler 30.000/ul) ile ortaya cikarilan terapi gerektiren bir yil iginde
progresyona sahiptir ve kan sayimlarinin normalizasyonu ile alemtuzumab ile tedavi
edilmistir. Progresyon 13 ay icinde bildirilmigtir. Hasta akabinde, anlamli bir yanit
olmadan tek ajan rituksimab almistir ve bunu minimal yanit ile 2 siklus boyunca
rituksimab, siklofosfamid, vinkristin ve prednison (R-CVP) ve sonrasinda lenalidomid
izlemistir. Lenalidomid, toksisiteden dolayi kesilmigtir. Hasta, minimal bir yanit ile 2

siklus pentostatin, siklofosfamid ve rituksimab almigtir.

Daha sonra, hasta CART19 hiicre inflzyonundan 4 gln dnce lenfo-tiiketici kemoterapi
olarak bendamustin almistir. Terapiden o6nce, WBC, 14.200/ul'dir, hemoglobin 11,4
gm/dl'dir, platelet sayisi 78.000/ul'dir ve ALC, 8000/ul'dir. BT taramasi, difiz adenopati
gostermistir ve kemik iligi CLL ile (hicrelerin %67’si) kapsamh bir sekilde infilire
edilmistir. Hasta, 1,6 x 10’ CART-19 hiicre/kg (FACS ile deferlendirildigi tzere 1,13 x
10° toplam CART19 hicresi). Burada inflzyonel toksisite yoktur. Hasta
bendamustinden yaklasik olarak 10 gin sonra ve CART19 hiicre inflizyonlarindan 6
gln sonra notropenik hale gelmistir ve birinci CART19 infizyonundan 10 glin sonra
basglayarak, hasta, ategler, rigorlar ve gegici hipotansiyon geligtirmigtir. Ayni zamanda,
bir g6égls réntgeni ve BT taramasi, antibiyotikler ile tedavi edilen bir sol st lop
pndmonisi gostermigtir. Ates yaklasik olarak 2 hafta boyunca devam etmigtir ve nétrofil
geri-kazanimi oldugu ¢oézalmustur. Hasta ilave enfeksiydz veya konstitisyonel

semptomlara sahip degildir.

Hasta Sekil 5'te gdsterildigi (izere bir gabuk ve tam yanit basarmistir. inflizyondan
sonraki 1 ve 6 ay araliginda, kan icinde akis sitometrisi ile dolasimdaki olan CLL
hicreleri saptanmamistir. CART-19 hucre inflizyonlarindan 1, 3 ve 6 ay sonra kemik
iligi, morfoloji ve akis sitometrisi testleri ile sOrddrilmis lenfositik infiltrat yokludu
gosterir. inflizyondan sonra 1 ve 3 ayda, BT taramalan, anormal adenopatinin tam

rezolisyonunu gdsterir. Hasta, inat¢i bir I6kopeniye (WBC 1000-3900/ul) ve
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trombositopeniye (plateletler ~100.000/ul) ve hafif hipogamaglobiiline (IgG 525 mg/dL,
normal 650-2000 mg/dL) sahiptir, ancak enfeksiydz komplikasyonlara sahip degildir.

Hasta UPN 02, 77 yasinda CART19 hicreleri ile tedavi edilmistir. Hasta, ilgili bir
koroner arter hastali§i dykUsiine sahiptir ve ilk olarak hasta yorgunluk ve Iokositoz ile
sunuldugunda 68 yasinda 2000'de CLL tanisi almigtir. Hasta, terapi gerektiren
progresif l16kositoz (195.000/ul), anemi ve trombositopeni gelistirdiginde 4 yil boyunca
gorece stabildir. Bu siradaki genetik testler, CLL hdcrelerinin kromozom 17p’nin
silinmesine sahip oldudunu gdstermistir. Progresif hastaliktan dolay), hasta bir parsiyel
yanit ve kan sayimlarinda iyilesme ile 12 haftalik bir alemtuzumab kiri ile tedavi
edilmistir. Bir buguk yil icinde, hasta progresif I0kositoza, anemiye, trombaositopeniye ve
splenomegaliye sahiptir. Karyotip analizi simdi bir kromozom 13q silinmesi ile
kromozom 17p silinmesini dogrulamistir. Hasta l&kositoz iyilesmesi ve anemi ve
splenomegali stabilizasyonu ile 18 hafta boyunca alemtiuzumab ile yeniden-tedavi
edilmigtir. hasta, bir yil iginde progresif I6kositoz, anemi ve trombositopeni bulgusuna
sahiptir. tedavi, Sekil 5’da gdsterildigi Uzere anlamli iyilesme olmadan stabil hastalik ile

sonuglanan, rituksimab ile 2 siklus bendamustin icermistir.

Hasta, CART-12 hiicre inflizyonu 6ncesinde lenfo-tiiketici kemoterapi olarak tek basina
bendamustin almistir. Hasta, 24 saat boyunca 38,889° derece kadar yliksek olan gegici
atesler ile komplike 3 yarik inflizyonda 4,3 x 10® CART 19 hulcre/kg (4,1 x 10% toplam
hiicre) almistir. Birinci inflizyondan sonra gliin 11'de, hasta bir 4,1 x 10% (4,3 x 10%kg)
CART12 hucre destegi almistir ve bu infizyon 24 saatlik bir hastaneye yatis gerektiren
ategler, rigorlar ve hipoksi olmayan nefes darlidi ile kemplikedir. Burada, kardiyak
iskemi i¢cin bulgu yoktur ve semptomlar ¢ozulmustir. Birinci CART-19 infuzyondan
sonra gin 15'te ve destek CART192 hiicre inflizyonundan sonra giin 4'te, hasta ylksek
atesler (en fazla 40°C), Usumeler ve rigorlar ile hastaneye yatinimistir. Kan ve idrar
kdltdrleri ile kapsamli testler ve CXR bir enfeksiyon kaynadini tanimlayamamistir.
Hasta, nefes darhgindan vyakinmigtir ancak hipoksiye sahip degildir. Bir
ekokardiyogram, siddetli hipokinezi gostermisgtir. Ejeksiyon fraksiyonu %20°dir. Hasta
bir gln boyunca 1mg/kilogram prednison ve yaklasik olarak bir hafta boyunca 0,3
mg/kilogram almistir. Bu, atesin ve kardiyak fonksiyon bozuklugunun cabuk ¢ozilmesi

ile sonuglanmsgtir.
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Yiksek ateslerin baslamasi ile kesiserek, hasta Sekil 5A’da gdsterildidi lizere periferik
kandan elde edilen lenfositlerde ¢abuk bir dustse sahiptir. hastanin beyaz kan hicresi
sayisinda normalizasyona sahip olmasina ragmen, hasta dolasimda inat¢i CLL'ye,
stabil orta derecede anemi ve trombositopeniye sahiptir. Kemik iligi, dramatik periferik
kan sito-dlglsline ragmen terapiden bir ay sonra CLL’'nin devam eden kapsaml
infiltrasyonunun gdstermigtir ve BT taramalan bir adenopati ve splenomegali parsiyel
dusisi gostermistir. CART19 hiicre inflizyonlarindan bes ay sonra, hasta progresif
lenfositoz gelistirmistir. Infiizyonlardan dokuz ay sonra, hasta stabil ilimli anemi ile
lenfositoza (16.500/pl) ve stabil adenopati ile trombositopeniye sahiptir. Hasta,

asemptomatik olarak kalmistir ve ilave terapi almamistir.

Hasta UP 03, 50 yasinda asemptomatik evre | CLL tanisi almistir ve 6 yil boyunca
gozlem ile takip edilmistir. Daha sonra, hasta terapi gerektiren progresif l0kositoza
(beyaz kan sayisi 92.000/l) ve progresif adenopatiye sahiptir. Hasta, kan saymimlarinin
normalizasyonu ve adengpatide tam ¢6zllme olmadan anlamli iyilesme ile
sonuglanmis, fludarabin ile 2 siklus rituksimab almistir. Hasta, yaklasik olarak 3 yillik
bir progresyonsuz aralifa sahiptir, bunu sonraki 6 ay boyunca ¢abuk bir sekilde, terapi
gerektiren progresif 16kositoz (WBC 165.000/ul) ve progresif adenopati izlemistir. hasta
kan sayimlarinin normalizasyonu ve palpabl adenopatinin ¢dzllmesi ile bir siklus
fludarabin ve fludarabin ile 3 siklus rituksimab almistir. Hasta yeniden ¢abucak gelisen
progrese lokositoz ve adenopati gelistirene kadar yaklasik 20 aylik bir progresyonsuz
araliga sahiptir. Bu sirada, kemik iligi CLL ile kapsamh bir sekilde infiltre edilmistir ve
karyotipik analiz hiicrelerin, 170-200 hiicre icinde bir TP53 silinmesi gdsteren FISH ile
kromozom 17p silinmesi icerdigini gbstermigtir. Hasta, bendamustin ile bir siklus
rituksimab, akabinde (rituksimaba siddetli bir alerjik yanittan dolay) yalnizca 4 siklus
bendamustin almigtir. Hasta kan sayimlannin baglangi¢c normalizasyonuna sahiptir,
ancak terapinin kesilmesinden kisa hir slre sonra progresif |6kositoza ve adenopatiye

sahiptir.

Otolog T hicreleri, aferez ile toplanmistir ve Hasta UPN3'ten dondurarak-saklanmistir.
Hasta akabinde mikemmel bir hematolojik yanit ile 11 hafta boyunca alemtuzumab ile
tedavi edilmistir. Adenopatide tam ¢dz(lme olmamasina ragmen, iyilesme vardir. Hasta
sonraki 6 ay hoyunca aktif ancak stabil hastaliga sahiptir. Daha sonra, hasta CART19
hucre infuzyonundan dnce lenfo-tiketici kemoterapi olarak pentostatin ve siklofosfamid

almistir.
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Kemoterapiden 0¢ gln sonra ancak hicre infuzyonundan dnce, kemik iligi, CLL
tarafindan yaklasik olarak %40’'luk tutulum ile hiper-hucreseldir (%60). Tablo 3'te ve
(Bonyhadi et al, 2005, J Immunol 174:2366-2375)te gosterildigi Uzere CLL
hastalarindan aferez toplamalardaki i¢sel dretim sinirlandirmalarindan dolayi, hasta 3
giin boyunca toplam 1,46 x 10° CART19+ hiicresi/kg (1,42 x 107 toplam CART19+
hiicresi) ile inflize edilmistir. Burada inflizyonel toksisite yoktur. Birinci inflzyondan on
dort gin sonra, hasta tstimelere, 38,889°C kadar yilksek ateslere, rigorlara, bulantiya
ve semptomatik olarak tedavi edilen diyareye sahip olmaya baslamistir. Hasta,
respiratuvar veya kardiyak semptomlara sahip degildir. inflizyondan sonra giin 22 ile,
yuksek bir LDH, drik asit ile kendini gdsteren ve renal yetmezlik ile komplike bir timér
lizis sendromu tanmisi koyulmustur. Hasta hastaneye yatinlmistir ve (rik asidin ve renal
fonksiyonun ¢abuk normalizasyonu ile sivi resUssitasyonu ve rasburikaz ile tedavi
edilmistir. Bir CXR, kan, idrar ve gaita kiltiirleri ile detayh bir klinik dederlendirme

yapilmistir ve timil negatif veya normaldir.

CART-19 infizyonlarinin 1 ayi i¢inde, hasta kandan ve kemik iliginde dolasimdaki
CLL’nin morfoloji, akis sitometrisi, sitogenetik ve FISH analizi ile klirense sahiptir ve BT
taramalan anormal adenopatinin ¢dzllmesini gostermistir. {Sekil 5C). Hastanin
remisyonu, baslangic CART19 hiicre inflizyonundan 8 ay sonrasina surdirGlmistir,

Deneylerin sonuglar simdi tarif edilir.

Klinik protokol

ileri, kemoterapi-direncli CLL'si olan G¢ hasta Sekil 1’de gdsterildigi sekilde bir pilot
klinik galismaya kaydedilmistir. Tum hastalar Sekil 10’da goésterildigi Uzere cesitli
kemoterapi rejimleri ve biyolojik rejimler ile kapsamli bir sekilde 6n-tedavi edilmigtir.
Hastalarnin g, p53 kusurlu ClL'ye, geleneksel terapiye k&tl yanitin ve gabuk
progresyonun isareti olan bir silinmeye, sahiptir (Dohner et al., 1995, Blood, 851580-
1589). Hastalarin her biri, kapsamli ilik infiltrasyonunun {%40 ila 95) ve lenfadenopatiyi
iceren, preparatif kemoterapiyi takiben buylk timédr yiklerine sahiptir; hasta UPN 02
de anlamh periferik lenfositoza sahiptir. CART19 T hicreleri Sekil 1B’de gosterildigi
sekilde hazirlanmigtir ve her bir hasta i¢in hacre Uretiminin ve Urin karakterizasyonunu

detaylari Tablo 4'te gdsterilir. Tim hastalar, CART19 T hiicresi inflzyonlarindan 1-4
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gun énce lenfo-tlketici kemoterapi ile dn-tedavi edilmistir. Sekil 1A’da gésterildigi Gzere

bir 4-1BB ko-stimualatdor sinyalleme alanini bunyesine katan bir bir CAR test etme

¢alismasindan dolay, bir yarik doz hucre infuzyon planlamasi kullanilmusgtir.

Tablo 4: Aferez lriinleri ve CART19 driin safim kriterleri

Analiz
Aferez
Uriind
CD3+ veya
CD45+ igin
akig sitometrisi
CART19
Uriinii

infize Edilmis
Toplam Hucre

Sayisi

Hiicre
Viabilitesi

CD3+

Hucreleri %’si

Rezidiel Bilye
#

Endotoksin

Mikoplazma

Sterilite
(Bactec)

Fungal Kiltar

BSA ELIZA

Spesifikasyon  UPN 01
N/A %4,46
~2-5 x 10° 5x10¢
>= %70 %986,2
>= %80 %88,9
<= 100 bilye / 3,95

3 x 10%Hiicre

<=3,6 EU/mL <0,5 EU/mL

Negatif Negatif
Blyime Yok Biylime
Yok
Blyume Yok Buylme
Yok
<=1pg/mL  <0,5 ng/mL

UPN 02 UPN 03
%2,29 %2,67
1.275 x 3x108
10%1.275 x
10%[2.55 x
10° toplam]
95,3 90,3
(90,5)'
98,8 98,9
1 4
<0,5 <0,5
EU/mL EU/mL
Negatif Negatif
Biyime  Biylime
Yok Yok
Bayime  Buyime
Yok Yok
<0,5 <0,5
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Analiz Spesifikasyon  UPN 01 UPN 02 UPN 03

Aferez
Uriinii
ng/mL ng/mL
Replikasyon RCL Saptanamaz Sonugsuz? Sonugsuz?
Kompetan Saptanamaz
Lentivirus
(RCL)
Transdlksiyon >= %20 %22,6 %23 %4,74*
Etkililik (scFv
Ekspresyonu)
Vektor DNA 0,2-3 0,15° 0,275 0,101
Dizisi kopya/hiicre
{CART19
PCR)
1= Doz #2.

2 = GUn 12'deki analiz degeri LOQ'nun altindadir ve vektor tretiimesinden
plazmit DNA’nin sarkintisi ile tutarh olarak genigslemeden erkenden
digmektedir. Bir hilgisel degistirme olarak FDA'ya génderilmigtir.

3 = FACS ile ylzey boyamaya dayanan urun salimi.

4 = Dig DSMC ve IRB tarafindan salim kriterleri igin izin verilmis tedavi

istisnasl.

CART19’un in vivo genislemesi ve devamlihigi ve kemik iligine tasinmasi

CD3/CD28 bilyeleri kullanilarak genisletiimis ve bir 4-1BB sinyalleme alani eksprese
eden CAR+ T hcrelerinin, 4-1BB’den yoksun olan CAR’lar igin iyilesme halinde
olduguna inanilmigtir. Bir Q-PCR analizi, kan ve kemik iligi icinde CART 19 hucrelerinin
kantitatif taginmasina olanak saglamak igin gelistiriimisgtir. Tim hastalar Sekiller 2A'da
ve 2C’de gosterildigi Uzere en az 6 ay boyunca kandaki CART19-hicrelerinin
genislemesine ve devamlihdina sahiptir. Géze ¢arpar bigimde, UPN 01 ve UPN 03,
infizyon sonrasi birinci ay sirasinda kanda CAR+ T hiicrelerinin 1.000 ila 10.000 kathk

bir genislemesine sahiptir. Pik genisleme diizeyleri, hasta UPN 01’de (glin 15) ve hasta
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UPN 03'te (gin 23) infuzyon-sonrasi klinik semptomlarin baslangici ile kesismistir.
Dahasi, birinci mertebe kinetikler ile modellenebilen bir baslangi¢c disusunu takiben,
CART12 T hucreleri, infuzyondan sonra gin 90 ila 180'de tum hastalarda stabilize
olmustur. Anlamh olarak, CART19 T hicreleri ayrica, Sekiller 2D ila 2F arasinda
gosterildigi Gzere kanda goézlendidi Uzere 5- ila 10-kat daha disglk duzeylerde olsa da,
tiim hastalarda kemik iligine tagsinmistir. Hastalar UPN 01 ve 03, ~35 glnlik bir

kaybolma T%'si ile, ilikte bir log lineer disuse sahiptir.

CART19 infiizyonunu takiben kan ve kemik iligi kompartimanlarinda spesifik

immiin yanitlarin indiksivonu

Tum hastalardan serum drekleri toplanmistir ve Sekil 3'te gosterildigi Uzere potansiyel
toksisiteleri dederlendirmek ve CART19 hicre fanksiyonu bulgusunu saglamak
amaciyla bir sitokinler, kemokinler ve diger c¢dzunebilir faktérder panelini
degerlendirerek, sitokin duzeylerini kantitatif olarak belirlemek i¢in seri analiz edilmigtir.
Test edilen on analitten, 4 sitokini (IL-6, INF-y, IL-8 ve IL-10), 5 kemokini (MIP-1a, MIP-
1B, MCP-1, CXCLS, CXCL10) ve IL-1Ra ve IL-2Ra igin ¢ozlnebilir reseptdrleri iceren
on biri, baseline’a gore 3-katllk veya daha fazla bir dedisime sahiptir. Bunlardan,
interferon-y baseline’a gdre en blyiik bagil degisime sahiptir. llging bir sekilde, UPN
01'de ve UPN 03'te sitokin yUkselmesinin pik zamani, dnceden tarif edilen klinik
semptomlar ve her bir hastanin kanindaki CART19 hicrelerinin pik degerleri ile gecici
olarak korele olmustur. Hasta UPN 02°de, belki de bu hastaya verilen kortikosteroid
tedavisinin bir sonucu olarak, yalnizca ihmh degigimler bildirilmistir. 4-1BB sinyalleme
alanlar olan CAR+ T hicreleri gelistirmek i¢in pre-klinik gerekg¢elerin birinin CD28
sinyalleme alanlan ile karsilastinldiginda IL-2 salgilanmasini tetiklemek icin disik
egilim olmasindan dolayi, ¢ozinebilen IL-2'nin yikselmesi hastalarnn serumunda
saptanmamigtir (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17:1453-1464). Onceki calismalar
CAR+ T hiicrelerinin potansiyel olarak regilatér T hiicreleri (Lee et al., 2011, Cancer
Res 71:2871-2881) veya kayda deger miktarlarda IL-2 salgilayan CAR’lar tarafindan
ortaya c¢ikarilan hdcreler tarafindan veya inflizyon-sonrasi ekzojen IL-2 saglanmasi ile
baskilandigini gosterdiginden, bu strdirtlmis klinik aktivite ile ilgili olabilir. Son olarak,
UPN 03Un kemik iligi aspiratlarindan elde edilen siipernatantlarda sitokin
salgilanmasinin gigli bir indiksiyonu Sekil 3D'de gdsterildidi sekilde gdzlenmistir, bu

ayni zamanda, tumor lizis sendromunun ve tam remisyonun gelismesi ile kesismistir.
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Kanda hafiza CART 19 hiicrelerinin bir popiilasyonunun uzatiimis ekspresyonu

ve verlesmesi

CAR-aracili kanser immunoterapisindeki merkezi bir soru, optimize edilmis hicre
uretiminin bir ko-stimulasyon alanlarini genetik olarak modifiye edilmis T hicrelerinin
devamhliini hizlandinp hizlandirmadi§i ve hastalarda CAR+ hafiza T hiicrelerinin
yerlesmesine izin verip vermedigidir. Onceki ¢alismalar, infizyondan sonra T hicreleri
tzerinde CAR'larin  gUgli  genislemesini, uzatimis devamhhgini  velveya
ekspresyonunu gdstermemigtir (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res 12:6106-6115;
Lamers et al., 2006, J Clin Oncol 24:e20-e22; Till et al., 2008, Blood, 112, 2261-2271;
Savoldo et al., 2011, J Clin Invest doi:10. 172/1C146110). infUzyondan sonraki 169
gunde kemikten ve ilikten alinan drneklerin akig-sitometrik analiz, UPN 03'te CAR19
eksprese eden hucrelerin varigini (Sekiller 4A ve 4B) ve Sekil 4A’da gosterildidi Uzere
bir B-hiicresi yoklugunu ortaya gikarmistir. Gze c¢arpan bir sekilde, Q-PCR analizi ile,
Ug hastanin timd, Sekil 2'de ve Sekil 6'da gdsterildigi (izere 4 ayda ve 6tesine kalmaya
devam eden CAR+ hiicrelerine sahiptir. CAR+ hlcrelerinin akis sitometrisi ile in vivo
sikhgi, CART19 transgeni icin PCR analizinden elde edilen dederler ile hemen hemen
eslesmistir. Onemli olarak, hasta UPN 03'te, Sekil 4A’da gosterildigi lizere CAR 19+
hacreleri CD16- veya CD14-pozitif alt-kimelerde saptanamadigindan, yalnizca CD3+
hiicreleri CAR19 eksprese etmistir., CAR ekspresyonu ayrica, Sekil 7’de gdsterildidi
Uzere inflizyondan sonra gin 71'de hasta UPN 01'in kaninda T hiicrelerinin %4,2’sinin

ylzeyinde de saptanmistir.

Sonra, polikromatik akig sitometrisi, bir anti-CAR idiyotip antikor (MDA-647) ve $Sekil
8'de gosterilen bir kapilama stratejisi kullanilarak UPN 03’'te CART19 hucrelerinin
ekspresyonunu, fenotipini ve fonksiyonunu ilaveten karakterize etmek amaciyla detayli
galismalar gergeklestirmek icin kullanidmistir. CAR 19 ekspresyonuna gére hem CD8+
hem de CD4+ hiicrelerinde hafiza ve aktivasyon belirteglerinin ekspresyonunda géze
garpan farkliliklar gdzlenmigtir. Gun 56’da, CART 19 CD8+ hiicreleri, $ekil 4C'de
gosterildigi Uzere antijene uzatimis ve gugli maruziyet ile tutarli bir sekilde primer
olarak bir efekior hafiza fenotipi (CCR7-CD27-CD28-) gostermistir. Aksine, CAR-
negatif CD8+ hicreleri, hilcrelerin bir alt-kiimesinde CCR7 ekspresyonu ve
CD27+/CD28- ve CD27+/CD28+ fraksiyonlarinda kayda deger sayilar ile, efekior ve
santral hafiza hucrelerinin kangimlarindan clugsmusgtur. Hem CART19 ve CAR-negatif

hiicre popllasyonlan kayda deger olglde CD57 eksprese ederken, bu molekil
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CART12 hicrelerinde tek dize bir sekilde PD-1 ile birlikte-eksprese edilmigtir, bu, bu
hucrelerin kapsamh replikatif dykisunun olasi bir yaklasimidir. CAR-negatif hicre
populasyonunun aksine, CART19 CD8+ populasyonunun biutind hem CD25 hem de
CD127 ekspresyonundan yoksundur. Giin 169 ile, CAR-negatif hiicre populasyonunun
fenotipi gln 56 ornedine benzer kalirken, CART12 popllasyonu santral hafiza
hiicreleri, gbze garpan bir sekilde CCR7 ekspresyonu, yiiksek diizeylerde CD27 ve
CD28 ayni zamanda PD-1-negatif, CD57-negatif ve CD127-pozitif olan CAR+ hicreleri

Ozellikleri olan bir azinlik poptlasyonu igermesi igin evrilmistir.

CD4+ kompartimaninda, giin 56'da CART 19 hicreleri, Sekil 4B’de gdsterildidi Gzere
tekdiuze CCR7 yoklugu ve hem CD57+ hem de - kompartimanlar icine dagilmig bir
CD27+/CD28+/PD-1+ hucreleri Gstlinligl ve bir CD25 ve CD127 ekspresyon esansiyel
yoklugu ile karakterize edilmistir. Aksine, bu zaman-noktasinda CAR-negatif hicreleri
CCRY7, CD27 ve PD-1 ekspresyonu icinde heterojendir, CD127 eksprese etmistir ve
ayni zamanda kayda de§er bir CD25+/CD127- (potansiyel regilatdr T hiicresi)
poplilasyonu da icermistir. Giin 169 ile, CD28 ekspresyonu tium CAR+CD4+
hicrelerinde tekdize bir gekilde pozitif kalirken, CART19 CD4+ hicrelerinin bir
fraksiyonu CCR7 ekspresyonu, daha ylksek bir CD27-hicresi ylzdesi, bir PD-1-
negatif alt-kime gorinist ve CD127 ekspresyonu edinilmesi ile bir santral hafiza
fenotipine dogru evrilmigtir. CAR-negatif hicreleri, CD27 ekspresyonunda bir disis,
CD25+/CD127- hiicrelerinin yiizdesinde bir dlsUs, istisnasi ile, bunlann glin 56

karsiliklari ile mantikli bir sekilde tutarli kalmistir.

CART19 hiicreleri, kanda 6 aydan sonra efektor fonksivonunu muhafaza edebilir

Kisa devamliifa ve yetersiz in vivo proliferasyona ek olarak, CAR+ T hiicreleri ile
onceki cahgmalarin bir sinilamasi, inflze edilmis T hdcrelerinin in vivo fonksiyonel
aktivitesinin gabuk kaybidir. UPN 01'de ve 03'te yiiksek dizeyde CART19 hiicresi
devamliigi ve ve CAR19 molekilinin ylzey ekspresyonu, dondurarak-saklanmig
periferik kan oOrneklerinden geri-kazanilan hiicrelerde anti-CD 19-spesifik efektor
fonksiyonlan dogrudan test etme firsati saglamistir. Hasta UPN 03'ten PBEMC, CD 19
ekspresyonu icin pozitif veya negatif clan hedef hicreler ile kilthrlenir (Sekil 4d).
CART12 T hucrelerinin guglt CD19-spesifik efektor fonksiyonu, yizey CD107a
ekspresyonu ile degerlendirildigi Gzere, CD19-negatif degil ancak CD19-pozitif hedef

hiicrelere kars! spesifik degranillasyon ile gésterilmistir. Géze c¢arpan bir sekilde,
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CART12 popllasyonunun CD19-pozitif hedeflere maruziyeti standart akis-sitometrik
boyamada ayni efekior hicrelerde CAR 19'un yuzey ekspresyonu icin Sekil 8'de
gosterildigi Uzere ylzey bir cabuk CAR-19 igsellestiriimesini induklemigtir. NALM-6 hatt
CCD80 veya CD86 eksprese etmediginden (Brentjens et al., 2007, Clin Cancer Res
13:5426-5435), hedef hiucreler Gzerinde ko-stimilatér molekdllerinin varhgi, CART19
hiicresi degranilasyonunu tetiklemek igin gerekli olmamigtir. Efektdér fonksiyon,
inflzyondan sonra giin 56’da bulgulanmistir ve giin 169 zaman-noktasinda muhafaza
edilmigtir. CAR+ ve CAR-T hicrelerinin giclli efektdr fonksiyonu farmakolojik

stimulasyon ile de gdsterilebilir.

CART19 hiicrelerinin klinik aktivitesi

Gegici febril reaksiyonlarin disinda, herhangi bir hastada inflzyonu takip eden dort gun
boyunca gdzlenen anlamli toksisite yoktur. Buna ragmen, tum hastalar muteakiben,
birinci inflzyonu takip eden gin 7 ve 21 arasinda anlamh klinik ve laboratuvar
toksisiteleri gelistirmistir. Bu toksisiteler kisa-sirelidir ve geri-dontsimlidir. Simdiye
kadar tedavi edilen ¢ hastada, standart kriterlere gore CART19 inflizyonundan sonra
>6 ayda 2 CR ve 1 PR vardir (Hallek et al., 2008, Blood 111:5446). Her bir hasta igin

gecmis tibbi oyklinUn ve terapiye yanitin detaylar Sekil 10'da gdsterilir.

Ozet olarak, UPN 01 infizyondan 10 gin sonra baslayan rigorlar ve gegcici
hipotansiyon ile bir febril sendrom gelistirmistir. Atesler, yaklasik olarak 2 hafta
boyunca devam etmistir ve ¢ozilmusgtlr; hasta ilave konstitisyonel semptomlara sahip
olmamigtir. Hasta Sekil 5te gosterildigi Gzere bir cabuk ve tam yanit elde etmigtir.
inflzyondan sonraki 1 ve 6 ay arasinda, kanda akis sitometrisi ile dolagim halindeki
CLL hicreleri saptanmamigtir. CART19 hiicre infuzyonlarindan sonra 1, 3 ve 6 ayda
kemik iligi Sekil 5B’de gosterildigi Gzere morfoloji ve akis sitometrik anali ile
sUrdirbimis lenfositik infiltrat yoklugu gosterir. infizyondan sonra 1 ve 3 ayda BT
taramalar, Sekil 5C’de gosterildigi (zere adenopatinin ¢ozllmesini gdsterir. Tam

remisyon bu rapor sirasinda 10+ ay boyunca strdirilimiistar.

Hasta UPN 02, Sekil 5A'da gésterildifi Uzere stabil hastalk ile sonuglanan rituksimab
ile 2 siklus bendamustin ile tedavi edilmistir. Hasta, CART19 T hdcresi inflzyonundan
once lenfo-tuketici kemoterapi olarak bi Gclncu bendamustin dozu almistir. Hasta,

birinci inflzyondan sonra gun 11°de ve ikinci CART19 hiicre takviyesi ginlinde 24
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saatlik bir hastaneye vyatis gerektiren 40°C’'ye kadar atesler, rigorlar ve dispne
gelistirmigtir. Atesler ve konstitlisyonel semptomlar kalmaya devam etmistir ve gun
157te, hasta gecici kardiyak fonksiyon bozukluguna sahiptir; kortikosteroid terapisinden
sonra ¢ozillen tim semptomlar giin 18°de baslatiimigtir. CART 19 inflzyonunu takiben
ve ylksek ateslerin baslangici ile kesiserek, hasta Sekil 5A’da gosterildigi Uzere
periferik kandan p53-kusurlu CLL'nin gabuk klirensine ve parsiyel bir adenopati
dusisline sahiptir, kemik iligi dramatik periferik kan sito-diislisiine ramen terapiden bir

ay sonra CLL'nin inatgi kapsamli infiltrasyonunu gostermigtir. hasta asemptomatik kalir.

Hasta UPN 03, CART19 hiicre infuzyonu éncesinde lenfo-tlketici kemoterapi olarak
pentostatin  ve siklofosfamid almigtir. Kemoterapiden U¢ gun sonra ancak hicre
inflizyonundan énce, kemik iligi, CLL tarafindan yaklagik olarak %50 tutulum hiper-
hicreseldir (%60). Hasta, dusuk bir dozda CART19 hlcresi almistir {3 glne boliunmus
1.5x10° CAR+ T hiicresi/kg). Yine, burada akut inflizyonel toksisiteler yoktur. Buna
ragmen, birinci inflzyondan 14 gln sonra, hasta rigorlara, ateslere, bulantiya ve
diyareye sahip olmaya baslamistir. inflizyondan sonra giin 22 ile, hastaneye yatis
gerektiren timor lizis sendromu tanisi  koyulmustur. Hasta, konstitiisyonel
semptomlarnn ¢ozilmesine sahiptir ve CART19 inflzyonlarinin 1 ayi i¢inde, hasta
kandan ve kemik iliginden dolagsmakta olan CLL'nin morfoloji, akis sitometrisi,
sitogenetik ve FISH analizi ile klirensine sahiptir. BT taramalar Sekiller 5B’de ve 5C'de
gOsterildigi Uzere anormal adenopati ¢dzllmesi gdstermistir. Tam remisyon baslangig

CART19 hiicresi inflizyonundan 8 ay &tesine strdiriimustir.

in vivo CART19 efektoriin CLL hedef hiicreye orani hususlari

Bu hesaplamalarin enjeksiyon sonrasinda T huicrelerinin  geniglemesini hesaba
katmamasina ragmen, pre-klinik ¢alismalar, beserilestiriimis farelerde in vivo bir 1:42
E.T orani igin, bUyUk timérlerin kesip gikanlabildigini ve 2,2 x 10” CAR'In inflzyonunun
1 x 10° hiicreden olugan tiimodrlerin kdkinl kurutulabildigini gdstermigtir (Carpenito et
al., 2009, Proc Natl Acad Sci U S A 106:3360-3365). Zamanla CLL timor yUkinin
hesabi, timdr disisinun hesaplanmasina izin vermistir ve infuze dilmis CAR+ T
hicrelerinin sayisina gore u¢ sijede in vivo basarlan CART19 E:T oranlarini
hesaplamigtir. Tamér yakleri, kemik iligi, kan ve sekonder lenfoid dokular i¢inde CLL
yukinid &leme ile hesaplanmigtir. Sekil 10'da gésterildigi uzere baseling timar yukleri,

her bir hastanin CART19 infiizyonundan énce 10" mertebesinde CLL hiicresine (yani,
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1 kilogram timér yukd) sahip oldugunu gésterir. Hasta UPN 03, volimetrik BT tarama
analizi yontemine gdre, gun -1’de {yani, kemoterapiden sonra ve CART19 inflUzyonu
dncesinde) kemik iliginde 8,8 x 10" CLL hicresi olarak hesaplanmis bir baseline timér
yOkiine ve sekonder lenfoid dokularda 3,3-5,5 x 10" CLL hicresi olarak ol¢liimis
timor kitlesine sahiptir. UPN 03°0n, baslangig toplam tumor yiki hesabi (1,3 x 1012
CLL hUgcre) kullanilarak, yalnizca 1,4 x 107 CART19 hiicreleri ile inflize edildigi ve CLL
hiicrelerinin tedaviden sonra saptanabilir olmadi§ goz 6niine alindi§inda, gdze garpan
bir 1:93.000 E:T orani elde edilmistir. Benzer hesaplamalar ile, 1:2200 ve 1:1000 olan
etkili bir in vivo E:T orani, $ekil 3'te gosterildigi Gzere UPN 01 ve UPN 02 igin
hesaplanmistir. En sonunda, >1.000-katlik in vivo CART19 geniglemesi ile birlestirilmis,
CART12 T hucreleri ile bir seri éldurme katkisi buyik olasihkla, CART19 hucreleri

tarafindan aracilik edilen gucli anti-lésemik etkilere katki sadlar.

Kimerik reseptorler eksprese eden T hicreleri, ileri l6semisi olan hastalarda

hafiza ve guclu antitimor etkileri olusturur

CAR'larin sinirli in vivo ekspresyonu ve efektér fonksiyonu, birinci nesil CAR’Lan test
eden ¢alismalarda merkezi bir sinirlandirmadir (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res
12:6106-6115; Lamers et al., 2006, J Clin Oncol 24:e20-e22; Till et al., 2008, Blood,
112, 2261-2271; Park et al., 2007, Mol Ther 15:825833; Pule et al., 2008, Nat Med
14:1264-1270). Bir 4-1BB sinyalleme modill igeren CAR'larin arttirilmis devamhihgini
gosteren pre-klinik modellemeye gore (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17:1453-1464;
Carpenito et al., 2009, Proc Natl Acad Sci U S A 106:3360-3365), lentiviral vektdr
teknolojisi ile mihendislik uygulanmigs CAR’larin bir ikinci neslini geligtirmek icgin
deneyler tasarlanmistir. CAR'larin bu ikinci neslinin, kronik HIV enfeksiyon kogulunda
guvenli aldugu bulunmustur (Levine et al., 2006, Proc Natl Acad Sci U S A 103:17372-
17377). Mevcut sonuglar, bu ikinci nesil CAR, T hilcrelerinde eksprese edildijinde ve
santral hafiza T hiicrelerinin yamanmasini hizlandirmak igin tasarlanan kosullar altinda
kiltirlendiginde (Rapoport et al., 2005, Nat Med 11:1230-1237; Bondanza et al., 2008,
Blood 107:1828-1836), dnceki raporlara kiyasla infiizyondan sonra CAR T hiicrelerinin
iyilestirilmis genislemesinin gézlendidini gosterir. CART 19 hucreleri, CD-19-spesifik
hicresel hafizay1 olusturmustur ve énceden basarilmamis in vivo E:T oranlarninda

timor hucrelerini dldurmastar.
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CART19, bir 4-1BB sinyalleme alanini katmak i¢in ilk CAR calismasidir ve ilk lentivral
vekior teknolojisi kullanimidir. Meveut sonuglar, CD19 dzgulligu gosteren "timdr infiltre
eden lenfositlerin” de facto olugturulmasi ile, CAR’larin timdr yerine etkili tasinmasini
gobsterir. Gbze c¢arpan in vivo genisleme, hastalardan dodrudan geri-kazanilan
CAR'larin in vivo efektor fonksiyonu aylar boyunca muhafaza edebilecedinin ilk kez
gosterilmesine izin vermigtir. Onceki bir galisma, bir birinci nesil CAR'in virlis spesifik T
hiicrelerinin igine uygulanmasinin primer T hiicreleri igin tercih edilebilir oldugunu 6ne
strmustir (Pule et al., 2008, Nat Med 14:1264-1270), buna ragmen, optimal olarak ko-
stimule edilmis primer T hicreleri i¢ine uygulanmis ikinci nesil CAR'lar ile sonuglar bu
kavramda supheye neden olur. Herhangi bir 6zel teori tarafindan sinirlandirimadan,
klinik etkilerin hastalarin ikisinde potansiyel olarak tehlike olan yiksek duzeylerde
sitokinin geciktiriimis salimi ile birlikte (¢ hastanin timinde kilogram boyutlarindaki
tamaér yiklerinin lizisi ile ¢ok ve benzersiz oldudu bir uyarici notu ortaya c¢ikarilir. Klasik
sitokin firtinasi etkileri gdézlenmemistir. Buna ragmen, mevcut ¢alisma, ¢ gunlik bir
periyot boyunca CART19'un kasith inflUzyonunu ile bu olasiigi hafifletmek igin

tasarlanmistir.

Cok disuk dozlardaki CAR’larin glicli klinik yanitlar meydana getirebildigi bulunmustur.
Bu, CART19 vektdr tasariminin glvenligini gosteren bir pilot ¢ahsmadir. Onceki
calismalarda test edilenlerin bir kag mertebe altindaki biyiklerdeki CART19 hicreleri
dozlarinin klinik yarara sahip olabilecedi gbzlemi, aha genis bir dlgekte CAR terapisinin
ilave uygulamasi igin ve CD19 disindaki hedeflere karsi yonlendiriimis CAR’lar test

eden ¢alismalarin tasarimi igin énemli olabilir.

Mevcut calismalar ilaveten, CART1%un hem santral hem de efektér T huicrelerin
eksprese edildigini ve bunun buyuk olasilikla énceki raporlar ile kargilastirildiginda
bunlarin uzun sureli sag kalimina katki sagladidint gosterir. Herhangi bir 6zel teori
tarafindan sinirlandinimadan, CAR T hiicreleri, destekleyici antijeni eksprese eden
hedef hiicreler (6rn., CLL timor hiicreleri veya normal B hiicreleri) ile karsilasiimasi ve
muteakip eliminasyonu Uzerine bir santral hafiza-benzeri hale in vivo farklilasabilir.
Gergekte, 4-1BB sinyallemesinin, TCR sinyallemesi baglaminda hafiza geligimini
destekledidi bildiriimistir (Sabbagh et al., 2007, Trends Immunol 28:333-339).

CART12un genisletilmis proliferasyonu ve sag kalimi, daha énceden bildirimemis

olan, CAR T hiicrelerinin farmakokinetiklerinin ydnlerini ortaya gikarmistir. Serum ve ilik
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icinde sitokin saliminin kinetiklerinin pik CART19 dizeyleri ile korele oldudu
gozlenmistir, boylece CD19 eksprese eden hicresel hedefler sinirlayici hale geldiginde
dasmenin basglatimasi olasidir. CART19'un uzatiimig sag kalim mekanizmasi, 4-1BB
alaninin yukanda-bahsedilen katimas) ile veya dogal TCR ve/veya CAR yoluyla
sinyalleme ile ilgili olabilir. ilgi uyandiran bir olasilk, uzatimis sag kalimin kemik iligi
numuneleri iginde tanimlanmig clan CART19 popiilasyonu ile ilgili olmasidir, bu CD19
CAR'larin kemik iliginde B hiicresi progenitorleri ile karsilasma ile idame ettirilebildigi
hipctezini ortaya c¢ikanr. Bununla ilgili olarak, soru CART 12 hicrelerinin in vivo
basglangi¢ genislemesine neyin yon verdididir? Nadir istisnalar ile (Savoldo et al., 2011,
J Clin Invest doi:10.1172/JCI46110; Pule et al., 2008, Nat Med 14:1264-1270), mevcut
¢alisma, dahil edilmemis IL-2 infuzyonlarina sahip olmak i¢in tek ¢ahgmadir, bdylece
CART12 hucreleri blyik olasilikla homeostatik sitokinlere veya daha biylk olasilikla
I5semik hedefler ve/veya normal B hicreleri izerinde eksprese edilen CD19'a yanitta
geniglemistir. Son bahsedilen durumda, "kendi asilama/destekleme™ ve bdylece uzun
sureli timor immino-takip vasitasiyla CAR hafizasi igin bir mekanizma sadlayarak,
CART12un kendini yenilemesinin normal hiicreler (zerinde gerceklesmesi olasi
oldugundan, bu normal APC'ler lzerindeki hedeflere, ornedin, CD19'a ve CD20'ye,
karsi ydnlendiriimis CAR’lar i¢in cekici bir &zellik olabilir. CART19 homeostazinin
mekanizmalari, devamliligin hicre igsel ve digsal mekanizmalarini agida kavusturmak
icin ilave calisma gerekebilir. Bu sonuglardan énce, ¢ogu arastirmaci, CAR terapisini
immiinoterapinin gegici bir formu olarak gormiistir; buna ragmen, optimize edilmis
sinyalleme alanlan ile CAR'lar remisyon indiiksiyonunda ve konsolidasyonunda ayni

zamanda uzun sureli immuno-takip igin bir role sahip olabilir.

Guclu anti-losemik etkiler, p53 kusurlu l6semisi olan iki hastay iceren, 0¢ hastanin
tumunde gozlenmigtir. CAR'lar ile dnceki ¢alismalar, lenfo-tiketici kemoterapiden anti-
tamor etkileri ayirmada zorluga sahip olabilir. Buna ragmen, mevcut ¢alismada in vivo
CAR genislemesi ile kesisen ve blyuk olasilikla buna bagh olan fludarabin-refrakter
hastalarda timor lizisinin  kinetikleri ile bidestirilmis geciktirilmis sitokin  salimi,
CART12un glglli anti-timédr etkilere aracilik ettigini gdsterir. Mevcut sonuglar,

CAR’larin etkilerini arttirmada kemoterapi igin bir roli diglamaz.

Vektdr, transgen ve hicre dretim prosedirlerinin diger merkezlerde devam eden
¢alismalardan elde edilen sonuglar ile kapsaml bir karsilastirmasi, CAR T hucrelerinin

in vivo sdrdartlmisg fonksiyonunu elde etmek icin gerekli olan énemli ézelliklerin tam
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olarak anlasiimasini sadlamak icin gerekli olabilir. Antikor terapilerinden farkli olarak,
CAR-modifiye edilmis T hiicreleri in vivo gogalma potansiyeline sahiptir ve uzun-sireli
devamhlik, surdardlmis tamor kontroline yol agabilir. Satiga hazir bir terapinin
yararlihgi, B hlcresi maligniteleri olan hastalarin sonucunu iyilestirme potansiyeline
sahip olan gapraz-olmayan direngli katil T hicrelerinden olusmustur. Ormek olarak,
ajanlar, dmedgin, rituksimab ve bevicizumab, ile bir antikor terapisi sinirlandirmasi,
terapinin tekrarli antikor infizyonlar gerektirmesidir, bu zahmetli ve maliyetlidir.
Uzatilmis antikor terapisinin (bu durumda, simdiye kadar tedavi edilmis 3 hastanin
3'inde en az 6 ay boyunca) CART19 hicrelerinin bir tek inflzyonunu takiben T
hicreleri Gzerinde eksprese edilen anti-CD19 scFv ile aktanmi, kolayligi ve maliyet

tasarruflarini iceren, ¢ok sayida pratik avantaja sahiptir.

Ornek 2: Kronik Lenfoid Lésemide Kimerik antijen Reseptérii-Modifiye Edilmis T

hiicreleri

B-hticresi antijeni CD19 igin 6zgulligl olan bir kimerik antijen reseptorini eksprese
eden, CD137 (T hucrelerinde bir ko-stimilatér reseptérd [4-1BB]) ve CD3-zeta (T-
hicresi antijen reseptdriinn bir sinyal-iletim bileseni) sinyalleme alanlar ile kuple
edilmig, bir lentiviral vektor tasarlanmistir. Refrakter kronik lenfositik losemisi (CLL)
olan hir hastaya yeniden-inflize edilmis otolog kimerik antijen reseptori-modifiye
edilmis T hicrelerinin dusiik bir dozunun {yaklasik olarak 1,5 x 10° hicre/vicut
agirhginin kilogrami) in vivo baslangig yamanma dizeyinin 1000 katindan daha yuksek
olan bir dlizeye genisledigi gézlenmistir. Hastanin timor lizis sendromunun geciktirilmis

gelismesini gdsterdidi ve tam remisyonu halinde oldugu da gdzlenmigtir.

Tdmdr lizis sendromunun yani sira, kimerik antijen reseptora T hicreleri ile ilgili
yalnizca baska grad 3/4 toksik etki lenfopenidir. Muhendislik uygulanmis huacreler,
kanda ve kemik iliginde en az 6 ay boyunca ylksek diizeylerde kalmaya devam etmistir
ve kimerik antijen reseptorinii eksprese etmeye devam etmigtir. Spesifik bir immun
yanit, CD19 eksprese eden normal B hicrelerinin ve 16semi hiicrelerinin kayhi ile
birlikte, kemik iliginde saptanmistir. Remisyon, tedaviden sonra 10 ay devam etmigtir.

Hipogamaglobilinemi beklenen bir kronik toksik etkidir.

Bu deneylerde kullanilan malzemeler ve yontemler simdi tarif edilir.
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Malzemeler ve Yontemler

Calisma Prosediirleri

Onceden bildirildigi Gzere (Milone et al., 2008, Mol Ther, 17: 1453-64) pre-klinik
glvenlik testlerine tabi tutulmusg bir kendini-inaktive eden lentiviral vektér (GeMCRIS
0607-793) tasarlanmistir. T-hlicresi preparasyonunun yontemleri de 6nceden tarif
edilmigtir (Porter et al., 2006, Blood, 107:1325-31). Kantitatif polimeraz-zinciri-
reaksiyonu (PCR) analizi, kanda ve kemik iliginde kimerik antijen reseptéra T
hicrelerini saptamak icin gerceklestirilmigtir. Kantifikasyon alt siniri, standart egriden
belirlenmigtir; kantifikasyon alt sininnin altindaki (yani, kantifiye edilemeyen ancak
bildirilen) ortalama dederlerin yaklagik oldugu distindldr. Analizin kantifikasyon alt

sinirl, genomik DNA'nin mikrogrami igin 25 kopyadir.

Cozunebilen-faktor analizi, tek kullanim igin alikotlara ayriimis ve -80°C’de saklanmig
olan tam kandan wve kemik ilidinden elde edilen serum kullaniimasi ile
gerceklesgtiriimistir. Cdzlnebilen sitokin faktdrlerinin  kantifikasyonu, Luminex bilye-

dizilim teknolojisinin ve reaktiflerin (Life Technologies) kullanilmasi ile yapilmistir.

Aferez #1

12-15 litrelik bir aferez prosedlrl, aferez merkezinde yaritilir. Periferik kan
mononUkleer hicreleri (PBMC) bu prosediir sirasinda CART-19 T hicresi Uretiminden
elde edilir. Bir tek lokaferezden, en az 50 x 10* beyaz kan hiicresi CART-19 T
hicrelerini Gretmek igin hasat edilir. Baseline kan Idkositleri de elde edilir ve

dondurarak-saklanir.

Sito-diigiiriicii Kemoterapi

Kemoterapi, infizyondan yaklasik olarak 5-10 gun once baslatilir, boylece CART-19
hicreleri kemoterapinin tamamlanmasindan 1-2 gun sonra verilebilir. Dolayisiyla,
kemoterapi baglatilmasi sdresi, rejimin uzunluguna baglidir. Kemoterapinin amaci,
CART-19 hducrelerinin yamanmasimi ve homeostatik genislemesini kolaylastirmak
amaciyla lenfopeni induklemektir. Kemoterapi ayrnica hastalik timér yukana azaltmak

icin de segilebilir. Sito-ddgurict kemoterapi segilir ve halk onkologlan tarafindan
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uygulanir. Kemoterapinin se¢imi, hastanin altta yatan hastaliina ve dnceki terapilere
baglidir. Burada, adoptif immunoterapiyi kolaylagstirmada bu ajanlarn kullaniimasi ile
¢ok deneyim oldugundan, fludarabin (30 mg/m2/gin x 3 gun) ve siklofosfamid {300
mg/m2/giin  x 3 gln) secilen ajanlardir. FDA-onayl ilaglar kullamlan, CHOP,
HyperCVAD, EPOCH, DHAP, ICE veya diger rejimlerini iceren, bir kag baska kabul

edilebilir rejim uygundur.

Yeniden evreleme dederlendirmesi

Sinirh bir yeniden-ifade etme, baseline tim&r yokd &8lgimi sadlamak amaciyla
kemoterapinin tamamlanmasinda sonra yapilir. Bu, géruntileme, fiziksel muayene ve
minimal rezidiel hastalik (MRD) degerlendirmelerini icerir. Sijeler, én-inflze etme
testleri igin asadidakilere tabi tutulur: fiziksel muayene, advers olaylarin belgelenmesi

ve hematoloji, kimya ve (uygulanabilir oldudunda) gebelik testleri icin kan alimlan.

CART-19 T hiicrelerinin preparasyonu

Otolog T hucrelerine, CD19 icin &zgulligl olan bir ekstraselller tek zincirli antikor
(scFv) eksprese etmesi icin mdhendislik uygulanir. Ekstraselller scFv, CD19, maligne
hicrelerin yizeyi Uzerine ve normal B hiicreleri (izerinde ekspresyon ile simidandinlmis
bir molekiil, eksprese eden hiicreler igin aktariimis T hiicrelerinin 6zgllligind yeniden-
yobnlendirebilir. CD19 scFv'ye ek olarak, hiicreler TCR( zincirinden ve 4-1BB ve TCR{
sinyalleme modillerinden olusan bir tandem sinyalleme alanindan olugan bir
intraseliler sinyalleme molekllind eksprese etmesi icin aktarihr. scFv, bir fare
monoklonal antikorundan taretilir ve béylelikle fare dizileri icerir ve sinyalleme alanlan
butindyle natif insan dizileridir. CART-19 T hicreleri, T hucrelerini aferez ile izole etme
ile ve scFv:TCRZ:4-1BB’yi CD4 ve CD8 T hiicreleri igine uygulamak igin lentiviral vektor
teknolojisi (Dropulic et al., 2006, Human Gene Therapy, 17; 577-88; Naldini et al.,
1996, Science, 272: 263-7; Dull et al., 1998, J Virol, 72: 8463-71) kullanilarak iretilir.
Bazi hastalarda, bir kontrol scFv:TCR(:4-1BB, bir kompetitif yeniden-poplilasyon
deneyi igin hlcrelerin bir kismi igine uygulanir. Bu reseptorler, bunlarin MHC-bagimsiz
bir sekilde antijen baglamasi acisindan "evrenseldir", bdylece, bir reseptér yapisi,
CD19 antijen-pozitif tamérleri olan hastalarn bir populasyonunu tedavi etmek icin

kullanilabilir.
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CAR vyapllari, Pensilvanya Universitesinde gelistirilmistir ve klinik evre vektér Lentigen
Corporation firmasinda Gretilmigtir. CART-19 hucreleri, Sekil 11'de gosterilen prosese
gére Pensilvanya Universitesinde Klinik Hucre ve Asi Uretim Tesisinde Uretilir. Hicre
kiltirlerinin sonunda, hicreler infize edilebilir kriyo-vasat icinde dondurarak-saklanir.
2,5 x 10%ila 5 x 10® toplam hucre infizyonu igeren CART-19 aktariimis T hiicrelerinin
bir tek dozu, 1 veya 2 torba iginde uygulanir. Her bir torba, agsadidaki infiize edilebilir
grad reaktifler (% hacim/hacim) iceren bir kriyo-vasat alikotu (doza bagh hacim) igerir:
her bir torba icinde 31,25 plazmalit-A, 31,25 dekstroz (%5), 0,45 NaCl, en fazla 7,50
DMSO, 1,00 dekstran 40, yaklasik olarak 2,5-5 x 10° otolog T hicresi ile 5,00 insan
serum albdmini. Artmig gavenlik i¢in, birinci doz, hiicrelerin giin 0'da ~%10'u, giin 1'de

%30'u ve giin 2’de %B60"1 ile glnler 0’da, 1'de ve 2'de hir yarik doz olarak verilir.

Saklama

CART-19-aktarilimig T hicrelen iceren torbalar (10 ila 100 ml kapasite), izlenmig bir -
135°C dondurucu iginde kan bankasi kosullar altinda saklanir. Infiizyon torbalari,

gerekli olana kadar dondurucu i¢inde saklanir.

Hicrelerin buzunu-¢cézme

Hicrelerin arastirmasal eczaneye kronolojik olarak kaydedilmesinden sonra,
dondurulmus hicreler, sijenin basucuna kuru buz i¢inde nakledilir. Hlcrelerin buzu,
36°C ila 38°C’de idame etlirilen bir su banyosu kullamlan bir surede bir basucu
torbasinda ¢dzllir. Torba, hicrelerin buzu henlz ¢ézlldigiinde, hafifge ovusturulur.
Kap icinde kalan donmus parcalar olmamalidir,. CART-19 hidcre Urininun bir hasar
gormis veya sizintl yapan torbaya sahip oldugu goérildiginde veya aksi durumda

bozuldugu goériildigiinde, bu infliize edilmemelidir.

On-ilag Tedavisi

T hucresi inflzyonlan sonrasinda yan etkiler, gegici atesi Usumeleri ve/veya bulantiy
icerebilir,. CART-19 hicrelerinin inflzyonundan &nce, siijenin adizdan 650 mg
asetaminofen ve agizdan veya IV 25-50 mg difenhidramin hidroklorUr ile én-ilag almasi
tavsive edilir. Bu ilaglar, gerektiginde her alti saatte bir tekrar edilebilir. Hasta

asetaminofen ile rahatlatiimayan atege sahip olmaya devam ettidinde, bir non-steroidal
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anti-enflamatuvar ilag kirG recete edilebilir. Bu T hicreleri Gzerinde bir advers etkiye
sahip olabildiginden, yasami-tehdit eden bir acil durum diginda, herhangi bir zamanda
hastanin sistemik kortikosteroidler, 6rnedin, hidrokortizon, prednison, prednisolon
(Solu-Medrol) veya dekzametazon (Decadron), almamasi tavsiye edilir.
Kortikosteroidler bir akut infuzyonel reaksiyon igin gerekli oldugunda, 100 mg'lik bir

hidrokortizon baglangig dozu tavsiye edilir.

Uygulama/infiizyon

inflzyonlar, kemoterapinin tamamlanmasindan 1 ila 2 gin sonra baslar. Birinci
inflzyonu guninde, kemoterapi kismen lenfopeni indiklemesi icin verildiginden,
hastalar diferansiyel ile bir CBC’ye, CD3, CD4 ve CD8 sayimlarinin dederlendirmesine
sahiptir. Herhangi bir 6zel teori tarafindan sinirlandinimadan, bir baslangic i.v. 2,5-
5x10° CART-19 hiicresi dozunun bu protokol igin optimal olduguna inanilir. Saglikli bir
eriskinde yaklasikk 1 x 10'2 T hicresi bulundugundan, Onerilen toplam doz, T
hiicrelerinin toplam viicut kitlesinin yaklasik %0,5'ine es-degerdir (Roederer, 1995, Nat
Med, 1: 621-7; Macallan et al., 2003, Eur J Immunol, 33; 2316-26). Birinci doz, giin
0’'da (%10), 1'de (%30) ve 2'de (%60) bir yarik doz kullanilarak uygulanir. Sijeler, bir
izole edilmis odada inflzyon alir. Burada baska yerde tarif edildidi uzere hucrelerin
buzu hastanin basucunda ¢dzillr. Buzu-¢ozilmUis hicreler, tolere edildigi kadar cabuk
bir sekilde bir inflizyon hizinda verilir, boylece inflzyonun siiresi yaklasik olarak 10-15
dakikadir. Aktarilmig T hdcreleri, 3-yonli bir vana ile ayarh bir 18 ¢ok-0lgekli latekssiz
Y-sekilli kan yoluyla dakikada yaklagik olarak 10 mL ila 20 mL olan bir akis hizinda
¢abuk intravenéz inflizyon ile uygulanir. inflizyon siiresi, yaklasik olarak 15 dakikadir.
CART-19 modifiye edilmis huacrelerin bir veya iki torbasi buz Gzerinde aktanlir ve
hucrelere soguk ile sujeye uygulanir. CART-19 hdcrelerinin kangimlarini  alan
sujelerde, karistirmay) kolaylastirmak amaciyla, hlcreler bir Y-adaptor kullanilarak es-
zamanl olarak uygulanir. Sijeler inflze edilir ve onlara burada baska yerde tarif
edildigi sekilde On-ilag verilir. Sijelerin  vital bulgulari dederlendirilir ve darbe
oksimetrisi, dozlamdan énce, inflizyonun sonunda ve bundan sonra 1 saat boyunca her
15 dakika bir ve bunlar stabil ve tatmin edici olana kadar yapilir. Baseline CART-19
duzeyinin belirlenmesi icin bir kan 6rnedi, infllizyondan dnce ve inflzyondan 20 dakika
sonra elde edilir. Bunlarin dnceki sito-didglrici kemoterapisinden toksisiteler yasayan
hastalar, bu toksisiteler ¢dzilene kadar geciktiren infizyon planlamalarina sahiptir. T

hicresi infzyonlarinin geciktirimesini garanti eden spesifik toksisiteler asagidakileri
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icerir: 1) Pulmoner: Satirasyonu %95'in Gstinde tutmak igin takviye oksijen veya
progresif olan gddls rontgeni Uzerindeki radyografik anormallikler variigi gerekliligi; 2)
Kardiyak: Tibbi yonetim ile kontrol edilmeyen yeni kardiyak aritmi; 3) Kan basinc
arttinc) destedi gerektiren hipotansiyon; 4) Aktif Enfeksiyon: T hicresi inflizyonunun
48-saati iginde bakteriler, fungus veya virus icgin pozitif kan kdltdrleri. Birinci
inflzyondan &nce ayni zamanda her bir miteakip inflizyondan iki saat sonra potasyum

ve (rik asit igin bir serum drnegi toplanir.

Greftleme ve devamhhgi degerlendirmek icin inflizyon sonrasi laboratuvarlar

Sdjeler serum sitokin dizeyleri ve CART-19 hicrelerinin varigini degerlendirmek icin
CART-19 PCR icin kan almak amaciyla baglangic CART-19 hiicre inflizyonundan
sonra gun 4'te ve 10'da geri doner. Sujeler, asadidakilere tabi tutulmak igin Ug hafta
boyunca haftada bir kere geri déner: fiziksel muayene, advers olaylarin belgelenmesi
ve hematoloji ve kimya, CART-19 hiicrelerinin yamanmasi ve devamhhgi ve arastirma

laboratuvarlan igin kan alimlari.

ikinci inflizyon

Herhangi bir 6zel teori tarafindan siirlandinimadan, bunlarnn birinci doza yeterli
tolerans gostermesi ve yeterli CART-19 hicresinin Uretilmesi kaydiyla, CART-19
hicrelerinin bir ikinci dozunun giin 11°de hastalara verilebilecegine inanilir. Doz, 2-5 x
10° toplam hiicredir. inflizyondan iki saat sonra, potasyum ve Urik asit igin bir serum

ornedi toplanabilir.

ikinci aferez

2 litrelik bir aferez prosedur(, aferez merkezinde yapilir, PBMC her bir arastirma igin
elde edilir ve dondurarak-saklanir. Sijeler asagidakilere tabi tutulur: fiziksel muayene,
advers olaylarin belgelenmesi ve hematoloji, kimya, CART-19 hiicrelerinin yamanmasi
ve devamliligi ve arastirma laboratuvarlari igin kan alimlari. Buna ek olarak, timar yiki
olcumilerini sadlamak amaciyla yeniden-evreleme yapilir. Yeniden-evreleme testleri,
hastalik tipi ile belirlenir ve gorantilemeyi, MRD degerlendirmelerini, kemik iligi

aspiratinin ve biyopsiyi ve/veya lenf nodu biyopsisini igerir.
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infiizyondan 2 ila 6 ay sonra aylik degerlendirmeler

Sdjeler, CART-19 hicre influzyonunun sonrasinda 2 ila 6 ay boyunca aylik olarak geri
déner. Bu ¢aligma vizitlerinde, silijeler asadidakilere tabi tutulur: es-zamanli ilag verme,
fiziksel muayene, advers olaylarin belgelenmesi ve hematoloji, kimya, CART-19
hiicrelerinin yamanmasi ve devamlhgi ve arastirma laboratuvan igin kan almlar. HIV
DNA analizi, saptanabilir RCL'nin varhgini dislamak igin CART-12 hiicre infUzyonundan

sonra aylar 2-6'da gergeklestirilir.

infiizyondan sonra 2 yila kadar iig-aylik degerlendirmeler

Sdjeler inflzyondan sonra U¢ aylik bir temelde degerlendirilir. Bu ¢aligma vizitlerinde,
sUjeler asagidakilere tabi tutulur; es-zamanl ilag verme, fiziksel muayene, advers
olaylarin belgelenmesi ve hematoloji, kimya, CART-19 hiicrelerinin yamanmasi ve
devamhhdi ve arastirma laboratuvan igin kan ahmlari. HIV DNA analizi, saptanabilir
RCL’nin varhgini digslamak igin CART-19 hiicre inflizyonundan sonra aylar 3'te ve 6'da

gerceklestirilir.

Deneylerin sonuclarn simdi tarif edilir.

Hasta oykusii

Hasta, 1996'da bir evre | CLL tanisi almigtir. Hasta ilk olarak, 6 yillik gbzlemden sonra
progresif 16kositoz ve adenopati igin tedaviye ihtivag duymustur. 200°de, hasta iki siklus
rituksimab arti fludarabin ile tedavi edilmistiy bu tedavi kan saymmlarinin
normalizasyonu ve adenopatinin parsiyel ¢ézulmesi ile sonucglanmistir. 2006°da, hasta,
yine kan sayimlarinin normalizasyonu ve adenopatinin parsiyel regresyonu ile, hastalik
progresyonu igin dort siklus rituksimab ve fludarabin almistir. Bu yaniti, 20-aylik bir
progresyonsuz aralik ve 2-yillik bir tedavisiz aralik izlemistir. Subat 2009'da, hasta
gabucak progresif I16kositoza ve rekiliran adenopatiye sahiptir. Hastanin kemik iligi, CLL
le kapsaml bir sekilde infiltre edilmistir. Sitogenetik analiz, 15 hiicrenin 3’Unin bir
kromozom 17p silinmesi igerdigini gdstermistir ve flloresans in situ hibridizasyon
(FISH) testleri, 200 hicrenin 170%inin, kromozom 17p Uzerinde TP53'U igeren bir
silinmeye sahip oldugunu gdstermigtir. Hasta, bir siklus igin bendamustin ile rituksimab

ve Ug¢ ilave siklus (siddetli bir alerjik reaksiyondan dolay) rituksimab olmadan
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bendamustin almistir. Bu tedavi, I8kositozda yalnizca gecici ivilesme ile sonuglanmistir.
Progresif adenopati, terapiden sonra bilgisayarl tomografi (BT) vasitasiyla

belgelenmistir.

Otolog T hdcreler, |0kaferez vasitasiyla toplanmistir ve dondurarak-korunmustur.
Akabinde, hasta iyilestirilmis hematopoiez ve adenopatinin parsiyel bir ¢gdzilmesi ile, 11
hafta boyunca alemtuzumab (bir anti-CD52, matlr-lenfosit, hlcre-ylzeyi antijeni)
almistir. Sonraki 6 ay boyunca, hasta inatgl, kapsamli ilik tutulumu ve multipl 1- ila 3-
cm’lik lenf nodlar ile difiz adenopati ile stabil hastalija sahiptir. Temmuz 2010'da,
hasta kimerik antijen reseptéri-modifive edilmis T hicrelerinin bir faz 1 klinik calismaya

kaydedilmigtir.

Hiicre infiizyonlar

Hastadan elde edilen otolog T hiicrelerinin buzu ¢dzUlmustir ve CD19-spesifik kimerik
antijen reseptoril eksprese etmesi igin lentiviris ile aktanlmistir (Sekil 12A); lentiviral
vektdr igin dizi tanimlayicilar ve ilgili diziler Tablo 5’te gosterilir. Hlcre inflizyonundan
dért glin 6nce, hasta rituksimab olmadan lenfositlerin tlketilmesi icin tasarlanan
kemoterapi (vlcut ylzey alaninin metre karesi icin 4 mg olan bir dozda pentostatin ve
metre kare igin 600 mg olan bir dozda siklofosfamid) almistir (Lamanna et al., 2006, J
Clin Oncol, 24: 1575-81). Kemoterapiden ¢ gin sonra ancak hiicre inflizyonundan
Oonce, kemik iligi CLL tarafindan yaklasik %40 tutulum ile hiper-hiicreseldir. Losemi
hicreleri kappa hafif zincirini ve CD5, CD19, CD20 ve CD23 ekprese etmistir.
Sitogenetik  analiz, her ikisi de kromozom 17p ve TP53 lokus
(46,XY,del(17)(p12)[51/46 XY, der(17 1{(17;21)(q10;910)[5]/46,XY[14]) kaybi ile
sonuglanan, iki ayr klon gdstermigtir. Kemoterapiden dért gun sonra, hasta pes pese
u¢ gunldk intravendz inflizyona aynlan (gun 1’de %10, gun 2'de %30 ve gun 3'te %60)
toplamda 1,42 x 107 aktanlmis hlcre (1,46 x 10° hicre/kilogram) igin, %5'i aktarimis
olan toplamda 3 x 108 T hiicresi almistir. infizyon-sonrasinda sitokin uygulanmamistir.

inflizyonlarin toksik etkileri bildirilmemistir.

Tablo 5: pELPS-CD19-BBz transfer vektdri igin dizi tanimlayicilan
SEQIDNO:# KIMLIK

SEQ ID NO:1 pELPS-CD19-BBZ transfer vektorl (niikleik asit dizisi)



SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
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KIMLIK

RSV's U3 (niikleik asit dizisi)

HIV R tekrari (nikleik asit dizisi)

HIV U5 Tekran {nikleik asit dizisi}
Parsiyel Gag/Pol (niikleik asit dizisi)
cPPT (nikleik asit dizisi)

EF1 alfa Promotorl (nukleik asit dizisi)
CD 19-BBzeta CAR (nlUkleik asit dizisi)
Hu Dag Sicani PRE (nukleik asit dizisi)
R Tekran (nukleik asit dizisijt

U5 Tekrari (nikleik asit dizisi)
CD19-BB-zeta CAR (amino asit dizisi)
CD8 Leader- (niikleik asit dizisi)
Anti-CD19scFv (nlkleik asit dizisi)
CD8 Mentese (nukleik asit dizisi)

CD8 Transmembran (niukleik asit dizisi)
4-1BB (nUkleik asit dizisi)

CD3-zeta (nikleik asit dizisi)

CD8 On-bilgi (amino asit dizisi)
Anti-CD19scFv (amino asit dizisi)

CD8 Mentese (amino asit dizisi)

CD8 Transmembran (amino asit dizisi)
4-1BB (amino asit dizisi)

CD3-zeta (amino asit dizisi)

Klinik Yanit ve Dederlendirmeler
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Birinci inflizyondan on dért gln sonra, hasta grad 2 yorgunluk ile iligkili Gstimelere ve
dusuk-grad ateslere sahip olmaya haslamistir. Sonraki 5 gun boyunca, ustumeler
yodunlagmistir ve hastanin sicakhd, rigorlar, diyaforez, aneroksi, bulanti ve diyare ile
iliskili olarak, 39,2°C’ye (102,6°F) ylkselmistir. Hasta, respiratuvar veya kardiyak
semptomlara sahip degildir. Ateslerden dolayi, gdgus radyografisi ve kan, idrar ve gaita
klltirleri yapilmigtir ve timu negatif veya normaldir. Timér lizis sendromu tanisi
inflizyondan sonra giin 22'de koyulmustur (Sekil 12B). Urik asit dizeyi, 10,6 mg-
desilitredir (630,5 pmol/litre), fosfor dizeyi 4,7 mg/desilitredir (1,5 mmol/litre) (normal
aralik, 2,4 ila 4,7 mg/desilitre [0,8 ila 1,5 mmollitre]), ve laktat dehidrojenaz dizeyi
1130 Wlitredir (normal aralik, 98 ila 192). 2,60 mg/desilitre (229,8 pmol/litre) (baseline
duzeyi, <1,0 mg/desilitre [<88,4 pmol/litre]) olan bir kreatinin dizeyi ile, akut bdbrek
hasari bulgusu vardir. Hasta, hastaneye yatiriimigtir ve reslssitasyon ve rasburikaz ile
tedavi edilmistir. Urik asit dUzeyi 24 saat iginde ve kreatinin dizeyi 3 glin icinde normal
araliia donmustir; hasta hastanedeki giin 4’te taburcu edilmistir. Laktat dehidrojenaz

dizeyi, sonraki ay boyunca normal hale gelerek, kademeli olarak dismdastir.

CART19-hicre inflzyonundan sonra gin 28 ile, adenopati artik palpabl degildir ve gun
231te, kemik iliginde CLL bulgusu yoktur (Sekil 12C). Karyotip, 15 hicrenin 15’inde
normaldir {46, XY) ve FISH testi incelenen 200 hucrenin 198'inde TP53 silinmesi igin
negatiftir; bunun negatif kontrollerde normal sinirdar icinde oldugunu disinolir. Akis-
sitometrik analiz, rezidiel CLL goOstermemistir ve B hicreleri saptanabilir degildir
(CD5+CD10-CD19+CD23+ lenfosit kapisi igindeki hiicrelerin <%1'i). inflizyondan sonra

gln 31’de yapilan BT taramasi, adenopatinin ¢ozilmesini gostermistir (Sekil 12D).

CART19-hdcre infizyonundan ¢ ve 6 ay sonra, palpabl adenopati olmadan, fiziksel
muayene énemsiz kalmistir ve CART19-hicre inflizyondan 3 ay sonra gergeklestirilen
BT taramasi surddrilmis remisyon gostermistir (Sekil 12D). 3 ve 6 ayda kemik ilidi
galismalan da, aynica normal B hicrelerinin devam eden bir yoklugu ile, morfoloji
analizi, karyotip analizi (46, XY) veya akis-sitometrik analiz vasitasiyla CLL bulgusu

olmadigini da gostermistir. Remisyon, en az 1¢ ay boyunca siirdirilmastir.

CART19 Hiicrelerinin Toksisitesi

Hiicre infizyonlar, akut toksik etkilere sahip degildir. Bildirilen tek ciddi (grad 3 veya 4)

advers olay, yukarida tarif edilen grad 3 tumdr lizis sendromudur. Hasta, baseline'da



10

15

20

25

30

35

94

grad 1 lenfopeniye ve gin 1'de baslayan ve terapiden sonra en az 10 aya kadar devam
eden grad 2 veya 3 lenfopeniye sahiptir. Milimetre kip icin 140 hicre olan bir mutlak
lenfosit sayisi ile, Grad 3 lenfopeni, gin 19'da kaydedilmistir, ancak gun 22’den en az
10 aya kadar, mutlak lenfosit sayisi, milimetre kip i¢in 390 ve 780 hlicre (grad 2 veya 3
lenfopeni} araligindadir. Hasta, gin 19dan gun 26'va kadar gecici grad 1
trombositopeniye (platelet sayisi, 98.000 ila 131.000/milimetre kip) ve giin 17°den giin
33’e kadar grad 1 veya 2 nétropeniye (mutlak nétrofil sayisi, 1090 ila 1630/milimetre
kiip) sahiptir. Buyuk olasilikla galisma tedavisi ile ilgili olan diger bulgular ve
semptomlar, birinci infizyondan 17 gin sonra gelistirilen ve gin 33 ile c¢dzulen,
aminotransferaz ve alkalin fosfataz dizeylerinde grad 1 ve 2 yikselmeleri icermigtir.
Grad 1 ve 2 konstitusyonel semptomlar, ateglerden, uGsumelerden, diyaforezden,
miyaljilerden, bhas adnsindan ve  yorgunluktan  olugmustur. Grad 2

hipogamaglobilinemi, intravendz immun globllin infazyonlan ile dazeltilmistir.

Serum ve Kemik lligi Sitokinlerinin Analizi

Hastanin klinik yanitina, baseline dizeylerinden 160 kat kat kadar yuksek olan
interferon-y, interferan-y-yanit verici kemokinler CXCL9 ve CXCL10 ve interl6kin-6
dizeyleri ile, enflamatuvar sitokinlerin duzeylerinde geciktirilmistir bir artis eslik eder
(Sekil 13A ila Sekil 13D). Sitokin diizeylerindeki temporal yikselme, birinci CART19-

hiicre inflizyondan sonra 17 ila 23 glinde pik yapan, klinik semptomlara paraleldir.

Seri kemik iligi aspiratlarindan supernatantlar, sitokinler igin SlgUlmustur ve immin
aktivasyon bulgusu géstermistir (Sekil 13E). T-hiicresi infuzyonundan dnceki gtindeki
baseline dizeyleri ile karsilastinldiginda, interferon-y, CXCL9, interlokin6 ve
¢ozinebilir interldkin-2 reseptdrindeki anlamh artiglar bildirilmigtir; de@erler birinci
CART19-hicre inflizyonundan sonra gun 23'te pik yapmistir. Kemik iligi sitokinlerindeki
artig, ilikten elde edilen Isemi hiicrelerinin eliminasyonu ile kesismistir. Serum ve ilik

timor nekroz faktoril a degismeden kalmistir.

Kimerik Antijen Reseptdrii T Hiicrelerinin Genislemesi ve Devamhihdi

Gercek-zamanl PCR; birinci infizyondan sonra gun 1'de baslayan anti-CD 19 kimerik
antijen reseptdrini (CAR19) sifreleyen DNA'y1 saptamigtir {Sekil 14A). Hucrelerin 3-

logtan fazla olan bir in vivo genislemesi, inflzyondan sonra gin 21°de bildirilmigtir. Pik
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duzeylerinde, kandaki CART19 hdcreleri, dolagimdaki lenfositlerin %20'den fazlasina
tekabil etmigtir; bu pik dizeyleri konstitisyonel semptomlarin, timér lizis sendromunun
(Sekil 12B) ve serum sitokin didzeylerinde ylkselmelerin (Sekil 13A ila Sekil 13D)
meydana gelisi ile kesismistir. Dederlerin pik dizeylerinden 10’luk bir faktdr ile
dismesine ragmen, CART19 hiicreleri infuzyonlardan 6 ay sonra yuksek dizeylerde
saptanabilir olarak kalmistir. Kandaki kimerik antijen reseptdril T hilcrelerinin iki katina

glkma stresi, 31 glnlik bir eliminasyon yari-omri ile, yaklasik olarak 1,2 gundir.

Kemik iligi icinde Kimerik Antijen Reseptorii T Hiicreleri

CART 19 hdacreleri, birinci infizyondan 23 gin sonra baglayarak kemik iligi
numunelerinde tanimlanmistir (Sekil 14B9 ve 34 glinlik bir digis yar-omrd ile, en az 6
ay boyunca kalmaya devam etmistir. Kemik iligi iginde CART19 hlcrelerinin en yiksek
dizeyleri, birinci infizyondan 23 glin sonra birinci dederlendirmede tanimlanmistir ve
sitokin-salgilama profilleri ile gosterildigi (zere ($ekil 13E) bir immin yanitin
indlksiyonu ile kesismistir. Kemik iligi aspiratlarinin akis-sitometrik analizi, baseline’da
CD5+CD19+ hucrelerinin bir klonal geniglemesini gostermigtir, bu infizyondan 1 ay
sonra ve inflizyondan 3 ay sonra elde edilen bir érnekte (veriler gdsterilmemistir)

yoktur. Normal B hicreleri, tedaviden sonra saptanmamistir (Sekil 14C).

Otolog genetik olarak modifive edilmis CART19 hucreleri ile tedavi

Burada, CD3-zeta ve CD137 (4-1BB) sinyalleme alanlarina bagh anti-CD19 eksprese
eden bir lentivirds vektdri ile transdiiksiyon yoluyla CD 19'u hedef almasi igin genetik
olarak modifiye edilmis otolog T hicreler ile tedaviden 3 hafta sonra timor lizis
sendromunun gecikmis gelismesi ve bir tam yanit tarif edilir. Genetik olarak modifiye
edilmis hlcreler, inflzyondan sonra en az 6 ay boyunca kemik ilijinde yuksek
dizeylerde mevcuttur. Kemik iligi icinde bir CD19-spesifik immin yanitin dretilmesi,
temporal sitokin salimi ve kimerik antijen reseptdr T hlicrelerinin pik infiltrasyonu ile
kesisen 16semi hiicreleri ablasyonu ile gdsterilmistir. Hlcresel immiinoterapiden sonra
timor lizis sendromunun gelismesi dnceden bildiriimemistir (Baeksgaard et al., 2003,
Cancer Chemother Pharacol, 51: 187-92).

Otolog T hucrelerinin hedef spesifik timor antijenlerine genetik manipilasyonu, kanser

terapisi igin ¢ekici bir stratejidir (Sadelain et al., 2009, Curr Opin Immunol, 21: 215-23;
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Jena et al.,, 2010, Blood, 116: 1035-44). Burada tarif edilen yaklasimin énemli bir
ozelligi, kimerik antijen reseptord T hicrelerinin HLA ile sinirlandinimamis bir sekilde
tamor hedeflerini tanimasi, bdylece "satisa hazir" kimerik antijen reseptérlerinin ¢ok
cesitli histolojik ozellikleri olan tiimérler icin yapilabilmesidir. HIV-kaynakli lentiviral
vektorler, kanser terapisi icin kullanilir, bu retroviral vektorlerin kullanilmasina kiyasla
bazi avantajlara sahip olabilen bir yaklasimdir (June et al., 2009, Nat Rev Immunal, &:
704-16).

Kimerik antijen reseptdrt T hicrelerinin onceki ¢galigmalarinda, objektif timor yanitlar
ihmhdir ve modifiye edilmis hicrelerin in vivo proliferasyonu sirdirilmemistir (Kershaw
et al., 20086, Clin Cancer Res, 12: 6106-15; Till et al., 2008, Blood, 112: 2261-71; Pule
et al., 2008, Nat Med, 14: 1264-70). Brentjens ve is arkadaslari, bir CD28 sinyalleme
alanina bagl olan CD19-hedefli kimerik antijen reseptorlerinin klinik bir calismasinin
preliminer sonuclarini bildirmistir ve ileri CLL'si olan (¢ hastanin ikisinde gegici timor
yanitlari bulmustur (Brentjens et al., 2010, Mol Ther, 18: 666-8); buna ragmen, kimerik

antijen reseptorleri dolasimdan gabucak kaybolmustur.

Kimerik antijen reseptérl T hilcrelerinin infuze edilmis ¢ok disiik dozunun klinik olarak
asikar bir anti-timor yaniti ile sonuglanmasi beklenmemistir. Gergekte, 1,5 x 10°
kimerik antijen reseptoril T hicresi/kilogram olan inflize edilmis doz, kimerik antijen
reseptorleri veya transgenik T-hlicresi reseptorleri eksprese etmesi igin modifiye
edilmis T hcrelerinin 6nce c¢alismalarinda kullanilan dozlarin bir kag blyuklik
mertebesi altindadir (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res, 12: 6106-15; Brentjens et
al., 2010, Mol Ther, 18: 666-8;, Morgan et al., 2010, Mol Ther, 18: 843-51; Johnson et
al., 2009, Blood, 114: 535-46). Herhangi bir 6zel teori tarafindan engellenmeden,

kemoterapinin  kimerik antijen reseptérunin etkilerini arttirabilecedi spekulasyonu

yaplir.

Hastanin kaninda ve kemik iliginde CART19 hiicrelerinin uzatilmis devamhihgi, 4-1BB
sinyalleme alaninin dahil edilmesinden kaynaklanir. Mirin dizileri igeren tek-zincirli Fv
antikor fragmani eksprese eden CART 19 hicreleri reddedilmediginden, normal B
hicrelerinin  CART19-hiicresi-aracih eliminasyonunun kimerik antijen reseptdrine
immiunolojik toleransin indiksiyonunu kolaylastirmasi olasidir. Bu hastada saptanabilir
CD19-pozitif 16semi hucrelerinin yoklugu géz énine alindi§inda ve herhangi bir ézel

teori tarafindan engellenmeden, kimerik antijen reseptdrl Bunlar kemik ili§i iginde
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ortaya ¢lkmaya basladidindan, T hicrelerinin homeostazinin en azindan kismen erken
B-hucresi progenitdrleri tarafindan aktarlan stimulasyondan elde edilmesi mumkundr.
Bulug, yeni bir mekanizmasinin "hafiza" kimerik antijen reseptérd T hicrelerini idame

ettirmek igin var olabildigi kesfi ile ilgilidir.

CD19’un normal ve maligne B hiicreleri ile sinirli ekspresyon ile, gekici bir timor hedef
olmasina ragmen, burada kimerik antijen reseptorii T hlicrelerinin devamlili§inin uzun-
sureli B-hiucresi yetmezligine aracilik edebilecegi endisesi vardir. Gergekte, hastada, b
hicreleri, inflzyondan sonra en az 6 ay boyunca kanda ve kemik ilijinde yoktur. Bu
hasta rekiran enfeksiyonlara sahip dedgildir. B hicrelerini CD20 yoluyla rituksimab ile
hedefleme, B-hidcresi neoplazmlan olan hastalar icin bir etkili ve godrece guvenl
stratejidir ve uzun-slireli B-hicresi lenfopenisi, ydnetilebilir (Molina, 2008, Ann Rev
Med, 59: 237-50). Rituksimab ile tedavi edilen hastalarin terapinin kesilmesinden
sonraki aylar icinde bir B hucresi dénisine sahip oldugu bildirilmistir. Bu tarz geri-
kazanimin anti-B-hicresi T hiicrelerinin in vivo kalmaya devam etti§i hastalarda

gercgeklesip gergeklesmedidi heniiz belli degildir.

TP53 silinmeleri ile CLL'ye sahip olan hastalar standart terapilerden sonra kisa
remisyonlara sahiptir (Dohner et al., 1995, Blood, 85: 1580-9). Allojeneik kemik ilidi
nakli, ileri CLL’si olan hastalarda uzun-sireli remisyonlan indiikleyen tek yaklasimdir
(Gribben et al.,, 2011, Biol Blood Marrow Transplant, 17: Suppl:S63-S70). Buna
ragmen, elde edilen gigcli graft-versus-timdr etkisi, kronik graft-versus-host
hastalidinin yiksek frekansindan dolayi, kayda deger morbidite ile iligkilidir, bu siklikla
ozellikle, tipik olarak CLL'den etkilenmig olan daha yash hastalarda siddetlidir (Gribben
et al., 2011, Biol Blood Marrow Transplant, 17: Suppl:S63-S70; Sorror et al., 2008,
Blood, 111: 446-52). Burada sunulan veriler, genetik olarak modifiye edilmis otolog T

hicrelerinin bu sinirlandirmayi alt edebileceg@ini dne strer.

Gl in vivo kimerik antijen reseptdrid T-hlcresi geniglemesi ve éne ¢ikan anti-ldsemi
aktivitesi ile birlestirilmis, timor lizis sedromunun ve sitokin saliminin geciktiriimis
baslamasi, CART19 hicrelerinin kayda deder ve sirdirilmis efektor fonksiyonlarini
isaret eder. Burada tarif edilen deneyler, bu terapinin potensini vurgular ve guigll
sinyalleme alanlarina bagli olan bir kimerik antijen reseptdrinin transdiiksiyonu yoluyla
CD 19'u (ve diger hedefleri) hedef almasi icin genetik olarak modifiye edilmis otolog T

hiicrelerinin detayll ¢calismasi igin destek sadlar. Antikor-aracili terapiden farkl olarak,
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kimerik antijen reseptori-aracihi t hicreleri, in vivo ¢codalma potansiyeline sahiptir ve
uzun-sireli devamlilik surdiriimis tumér kontroline yol agabilir. lleri CLL'si olan iki
diger hasta ayrica, bu protokole gére CART 19 infuzyonlarn da almigtir ve Ggindn timi
timér yanitlarina sahiptir. Bu bulgular, B-hlcresi neoplazmlar igin CD19-yeniden-

yonlendirilmis T hicrelerinin devam eden calismasini garanti eder.
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