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OZET
FOLR1 KANSER TERAPISININ ETKINLIGINI ARTTIRMAK iCIN YONTEMLER

insan folat reseptdrli 1'i hedef alan kanser terapilerinin basars 1 Jiyilestirmek igin
yontemler sagdlanyt. ilaveten, yéntemlerde yararlC olan reaktifleri iceren kitler

saglantr.
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ISTEMLER

Bir sijede kanser terapisinde kullanilmas ligin bir anti-Folat reseptéri 1
(FOLR1) antikoru veya anti-FOLR1 immuinokonjugatJolup, burada stz
konusu sljeden aliman bir kanser ornedinde FOLR1 geninin veya
proteininin bir arttrim($ ekspresyonu, bir veya birden fazla referans ornekte
boyama yogunluguna veya boyama tekdlzeligine kiyasla bir FOLR1
eksprese eden kanser 0Orneginde boyama yogunlugunu veya boyama
tekdlzeligini ayT eden bir saptama ydntemi kullanfdarak saptanmigtm,
burada bir anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1 imminokonjugat_|ile
kanser terapisinin etkinligi bu yolla artt rilm gt rf

burada, kanser terapisinde kullaniimas!/| i¢in anti-FOLR1 antikoru
asag/dakileri igerir:

(i) SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini iceren bir agr zincir degisken
alan (huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 4 amino asit dizisini iceren bir
hafif zincir degisken alan{huMov1 9 vLCv1.00) veya

(i) SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini iceren bir ag 1 zincir degisken
alan J(huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 5 amino asit dizisini igeren bir
hafif zincir degisken alan-1(huMov19 vLCv1.60); ve burada kanser
terapisinde kullanlimas(ligin anti-FOLR1 immuUnokonjugat ] bir anti-
FOLR1 antikoru, bir baglay ¢ Ive bir sitotoksin igerir, burada anti-
FOLR1 immunckonjugatinin anti-FOLR1 antikoru asagldakileri icerir:

degisken alanO(huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 4 amino asit
dizisini igeren bir hafif zincir degisken alanC (huMov19
vLCv1.00) veya

(i) SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini igeren bir agm zincir
degisken alanO(huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 5 amino asit
dizisini iceren bir hafif zincir dedisken alanC (huMov19
vLCv1.60).
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2. Istem 1'e gore kullanlimas| igin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

immunokonjugat Iolup, burada kanser terapisinde kullaniimasi icin anti-
FOLR1 antikorunun hafif zincir degigsken alan 1SEQ ID NO: 5 amino asit
dizisini {(huMov19 vLCv1.60) icerir, 6zel olarak burada kanser terapisinde
kullanlmasCigin anti-FOLR1 antikoru (i) Amerikan Tipi Kiltlr Koleksiyonu
(ATCC) ile PTA-10772 olarak depolanan plazmid tarafindan sifrelenen agn
zincirin amino asit dizisi ile aynOamino asit dizisini igeren bir ag(r zincir ve
(i) ATCC ile PTA-10774 olarak depolanan plazmid tarafindan sifrelenen
hafif zincirin amino asit dizisi ile ayn “"amino asit dizisini igeren bir hafif zincir
icerir ve

burada, anti-FOLR1 imminokonjugatinin anti-FOLR1 antikorunun hafif
zincir degisken alani, SEQ ID NO: 5 amino asit dizisini (huMov19 vLCv1.60)
igerir, 6zel olarak burada kanser terapisinde kullanilmas! ligin anti-FOLR1
immunokonjugat n'n  anti-FOLR1 antikoru (i) Amerikan Tipi Kultur
Koleksiyonu (ATCC) ile PTA-10772 olarak depolanan plazmid tarafndan
sifrelenen ag(r zincirin amino asit dizisi ile aynJamino asit dizisini iceren bir
ag(o zincir ve (ii) ATCC ile PTA-10774 olarak depolanan plazmid taraf ndan
sifrelenen hafif zincirin amino asit dizisi ile ayn_amino asit dizisini iceren bir

hafif zincir igerir.

. Istem 1'e gére kullanlmas( i¢in anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

immdnokonjugat | olup, burada saptama yontemi immunohistokimyad n
(IHC), 6zel olarak burada s6z konusu IHC, FOLR1 ekspresyonunun farkl|
dlzeylerini ay rt edebilen kalibre edilmis IHC'dir.

. Istem 3'e gbre kullandmasC icin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

immunokonjugatJolup, burada saptama yontemi fokal FOLR1 dagliimma
(boyanm$ hicrelerin < %25'), heterojen FOLR1 dagiimma (boyanm(g
hdcrelerin %25-75'i) veya homojen FOLR1 dagiimma (boyanm$ hiicrelerin

> %75') sahip olan drnekler igin boyama tekdizeliginin bir araligmretir.

. Istem 1'e gore kullanlmasL i¢in anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

immdnokonjugat 1olup, burada saptama yontemi bir referans o6rnegdine
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kiyasla bir FOLR1 eksprese eden kanser orneginde boyama yogunlugunu

ve boyama tekdizelidini ay rt eder.

. Istem 5'e gére kullanimasC icin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

immunokonjugat Jolup, burada kanser drnegi IHC ile, ézellikle bir formalin
ile fikse edilmis parafine gomilmus ornek Uzerinde IHC ile, FOLR1
ekspresyonu igin heterojen veya homojen olan bir boyama tekduizeligine ve

1, 2, 3 veya 3+ olan bir boyama yogunlugu skoruna sahiptir.

. Istem 5'e gore kullaniimasl igin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

immdnokonjugat | olup, burada kanser omedi IHC vyoluyla FOLR1
ekspresyonu icin 1 veya daha buyuk olan bir boyama yogunlugu skoruna
sahiptir, 6zel olarak

a) burada kanser ornegi FOLR1 ekspresyonu i¢in heterojen olan bir
boyama tekdUzeligine sahiptir;
b) burada kanser ormegi FOLR1 ekspresyonu igcin homojen olan bir
boyama tekduzeligine sahiptir;
c) burada kanser oOrneginin hdcrelerinin @ %25-75'i  FOLR1
ekspresyonu igin boyan[r; veya
d) burada kanser orneginin hudcrelerinin %75'inden fazlas 7FOLR1

ekspresyonu igin boyanr.

. Istem 7'ye gére kullan Imas| ligin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

imminokonjugat 1 olup, burada kanser ornegi IHC vyoluyla FOLR1
ekspresyonu igin 2 veya daha buyuk olan bir boyama yogunluguna sahiptir,

ozel olarak

a) burada kanser 6rnedi FOLR1 ekspresyonu icin heterojen olan bir
boyama tekdlzeligine sahiptir;
b) burada kanser ornegi FOLR1 ekspresyonu i¢in homojen olan bir
boyama tekdlzeligine sahiptir;
¢) burada kanser orneginin hdcrelerinin @ %25-75'1 FOLR1

ekspresyonu i¢in boyanir; veya
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d) burada kanser 6rneginin hicrelerinin %75%'inden fazlas IFOLR1

ekspresyonu i¢in boyanir.

istem 1'e gére kullanimasC icin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immuanokonjugat ] olup, burada IHC mantel olarak veya bir

otomatiklestiriimis sistem kullanlarak gercgeklestirilir.

10. istem 1'e gdre kullanImasOigin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1

11.

immunokonjugat™ olup, burada s6z konusu referans o6rnek bir pozitif
referans Ornektir veya bir negatif referans drnektir, ézel olarak burada séz

konusu referans drnek hiicreler, hiicre peletleri veya doku igerir.

Istem 1'e gdre kullan Imas! ligin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immunokonjugat Iolup, burada saptama yontemi FOLR1 ekspresyonunu
antikor BN3.2 ile saptamay igerir.

12. istem 1'e gére kullanImasOicin anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLRT1

immunokonjugat Jolup, burada slje asagdakilerden olugsan gruptan secilen
bir kansere sahiptir: ovaryan kanser, endometrival kanser, peritoneumun

kanseri veya akciger kanseri.

13. istemler 1 ila 12'den herhangi birine gére kullaniimas Jicin anti-FOLR1

antikoru veya anti-FOLR1 imminokonjugat! olup, burada anti-FOLR1
imminckonjugat n n baglay ¢ s lasagidakilerden olusan gruptan segilir: bir
yarflabilir baglay ¢, bir yar Tamayan baglay ¢l, bir hidrofilik baglay/cl ve bir
dikarboksilik asit temelli baglay@rl,

ozellikle, burada s6z konusu baglay@Jasagdakilerden olusan gruptan
segilir: N-suksinimidil 4-(2-piridilditiyo)pentanoat (SPP); N-suksinimidil 4-(2-

piridilditiyo}-2-stlfopentanoat (sulfo-SPP); N-suksinimidil 4-(2-
piridilditiyo)blitanoat (SPDB); N-stksinimidil 4-(2-piridilditiyo)-2-
stlfobltanoat (stlfo-SPDB); N-sUksinimidil 4-(maleimidometil }

siklohekzankarboksilat (SMCC); N-sulfosuksinimidil 4-(maleimidometil)
siklohekzankarboksilat (sUlfoSMCC); N-suksinimidil-4-(iyodoasetil )-
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aminobenzoat (SIAB} ve N-suksinimidil-[(N-maleimidopropiyonamido)-
tetraetilenglikol] ester (NHS-PEG4-maleimid).

14. istem 13'e goére kullandmasCicin, anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immunokonjugat Jolup, burada anti-FOLR1 immUnokonjugat nm baglaycs_)
N-siksinimidil 4-(2-piridilditiyo}-2 sulfobltanoatt T (stlfo-SPDB'dir).

15. istem 13'e goére kullanimasCigin, anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immunokonjugatJolup, burada anti-FOLR1 immiinokonjugatin sitotoksik
ajan _Bsagldakilerden olusan gruptan secilir: bir maytansinoid, maytansinoid
analogu, benzodiazepin, taksoid, CC-1065, CC-1065 analogu, duokarmisin,
duokarmisin analogu, kaliseamisin, dolastatin, dolastatin analogu, auristatin,
tomaymisin tlrevi ve leptomisin tlrevi veya ajan n bir dn-ilac ||
Ozellikle, burada s6z konusu sitotoksik ajan bir maytansinoiddir,

Ozellikle, burada s6z konusu sitotoksik ajan, N(2')-deasetil-N{2')-(3-
merkapto-1-oksopropil}-maytansindir (DM1) veya N(2')-deasetil-N{2')-(4-

merkapto-4-metil-1-oksopentil)-maytansindir (DM4).

16. istem 15'e gére kullanlmasLigin, anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immunokonjugat Jolup, burada anti-FOLR1 immunokonjugatinn sitotoksik
ajan 1 N(2'}-deasetil-N(2'}-(4-merkapto-4-metil-1-oksopentil}-maytansindir
(DM4).

17. Istem 15'e gdre kullaniimas! igin, anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immuinokonjugat lolup, burada anti-FOLR1 immuUnokonjugat nin baglayic's |
N-stksinimidil 4-(2-piridilditiyo)-2 sulfobitanoatt® (sulfo-SPDB) ve burada
anti-FOLR1 immunokonjugatinn  sitotoksik ajanl; N(2')-deasetil-N{2')-(4-
merkapto-4-metil-1-oksopentil)-maytansindir (DM4).
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TARIFNAME
FOLR1 KANSER TERAPISININ ETKINLIGINI ARTTIRMAK iCIN YONTEMLER

ILGILi BASVURULARA GAPRAZ-REFERANS

Bu basvuru, 1 Nisan 2011'de dosyalanan, U.S. Provizyonel Basvuru No.

61/471,007°nin yarar ntalep etmektedir.

BULUSUN ALT-YAPISI

Bulusun Sahas|

Bulusun alan| genel olarak, insan folat reseptdri 1'in (FOLR1'in) asir-ekspresyonu
ile karakterize edilen kanserlerin tedavisinin etkinligini arttinrma ile ilgilidir. Daha
spesifik olarak, bulus kansere yatkn olan veya kanser tan's Talm's olan hastalarm
daha etkili tedavisi ile ilgilidir, burada timor hicreleri bir FOLR1 antagonisti,
ornegin, bir FOLR1 immunockonjugat_lile bir gen ekspresyon analiz ile belirlendigi

Uzere FOLR1'i aglr-eksprese eder.

Teknigin Alt-Yap!s|/

Kanser, yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde her ylll kanser tanisi/alm g bir
milyonun (stlnde insan ve 500.000 dlim ile, gelismis diinyada 6liimd{n énde gelen
nedenlerinden biridir. Toplamda, her 3 insanda 1'inden fazlasnn yasamilar |
boyunca kanserin bir ka¢ formunu gelistirecedi tahmin edilir. -Meme, akciger,
kolorektal ve prostat- olan dérdunin tim yeni olgularin yarsndan fazlasna
sebebiyet verdigi 200'den fazla farklCkanser tipi vardT (Jemal et al., 2003, Cancer
J. Clin. 53:5-26).

AynCzamanda Folat Reseptoru-alfa veya Folat Baglama Proteini olarak da bilinen
Folat Reseptérd 1 (FOLR1), hicrelerin plazma membran Gzerinde eksprese
edilen bir N-glikosile edilmis proteindir. FOLR1, folik asit i¢in ve bir ka¢ indirgenmis
folik asit turevi icin ylksek bir afiniteye sahiptir. FOLR1, fizyolojik folatn, 5-
methitetrahidrofolatin, htcrelerin i¢ kismina aktar m na arac Ik eder.
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FOLR1, ovaryan kanserlerin blylk ¢ogunlugunda ve c¢ok saylda uterin,
endometriyal, pankreatik, renal, akciger ve meme kanserinde asT -eksprese
edilirken, normal dokularda FOLR1 ekspresyonu bobrek proksimal tubullerindeki,
akcigerin alveoler pnomositlerindeki, idrar kesesindeki, testislerdeki, koroid
pleksustaki ve tiroitteki epitelyal hicrelerin apikal membranC ile sndand flid
{(Weitman SD et al., Cancer Res 52: 3326-3401 (1992); Antony AC, Annu Rev Nutr
16: 501-521 (1996); Kalli KR et al., Gynecol Oncol 108: 619-626 (2008)). FOLR1'in
bu ekspresyon paterni, bunu FOLR1'e yonlendirilmis kanser terapisi igin arzu

edilebilir bir hedef haline getirir.

Ovaryan kanser ilerlemis evreye kadar tipik clarak asemptomatik olugundan, buna
slklikla ge¢ bir evrede tanl koyulur ve glncel olarak mevcut prosedurler, tipik
olarak cerrahi tumor ¢ karma ameliyat ndan sonra kemoterapétik ilaglar, ile tedavi
edildiginde bu kétu prognoza sahiptir (von Gruenigen V et al., Cancer 112: 2221-
2227 (2008); Ayhan A et al., Am J Obstet Gynecol 196: 81 e81-86 (2007); Harry
VN et al., Obstet Gynecol Surv 64: 548-560 (2009)). Boylelikle, ovaryan kanserler
icin daha etkili terapotiklere yonelik karg lanmam$ asikar bir intiyag vard(n.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulus, timdr dokusunda FOLR1'in dinamik bir ekspresyon arallgin n
kesfine ve arttirimig FOLR1 ekspresyon duzeyleri olan tumorlerin anti-FOLR1
antikorlar! veya anti-FOLR1 immunokonjugatlar! ile tedaviye daha ¢ok yanit verdigi
kesfine dayanir. Mevcut bulus avantajl 1bir sekilde, terapdtik ajanlar’) yani, anti-
FOLR1 antikorlar n _veya anti-FOLR1 imminokonjugatlarn ) bir artt iiimig FOLR1
ekspresyon duzeyine sahip oldugu bulunan hastalara uygulama ile tedaviye yan(

vermenin daha buyuk bir olasiigna sahip olan hastalarm tedavisine izin verir.

Mevcut bulus, bir sijede kanser terapisinde kullanTmasT icin bir anti-Folat
reseptdrt 1 (FOLR1) antikoru veya anti-FOLR1 immiinokonjugatColup, burada séz
konusu suUjeden alinan bir kanser 6rnedinde FOLR1 geninin veya proteininin bir
arttiriilmis  ekspresyonu, bir veya birden fazla referans oOrnekte boyama
yogunluguna veya boyama tekduzeliine k yasla bir FOLR1 eksprese eden kanser
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orneginde boyama yogunlugunu veya boyama tekdizeligini ayirt eden bir saptama
yontemi kullanilarak saptanmigtir, burada bir anti-FOLR1 antikoru veya anti-
FOLR1 imminokonjugat ile kanser terapisinin etkinligi bu yolla artt rim/gtir;

burada, kanser terapisinde kullanimasLC igin anti-FOLR1 antikoru asag dakileri

igerir;

(i) SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini igeren bir agT zincir degisken alan™
(huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 4 amino asit dizisini igeren bir hafif zincir
degisken alan (huMov1 9 vLCv1.00) veya

(ily SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini iceren bir ag rf zincir degisken alan |
{huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 5 amino asit dizisini igeren bir hafif zincir
degisken alan (huMov19 vLCv1.60); ve

burada kanser terapisinde kullanilimas ii¢in anti-FOLR1 immuinokonjugat! bir anti-
FOLR1 antikoru, bir baglay@rl ve bir sitotoksin icerir, burada anti-FOLR1

immunokonjugat n n anti-FOLR1 antikoru asag dakileri icerir:

(i) SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini igeren bir agr zincir dedisken alan_
{huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 4 amino asit dizisini igeren bir hafif zincir
degisken alan (huMov1 9 vLCv1.00) veya

(i) SEQ ID NO: 3 amino asit dizisini igeren bir ag 1 zincir degisken alan’
(huMov19 vHC) ve SEQ ID NO: 5 amino asit dizisini igeren bir hafif zincir
degisken alan (huMov19 vLCv1.60).

Bulusun ilave uygulamalar’] 2 ila 17 arasindaki istemler ile tanmlan/r.

Mevcut bulus, bir Folat Reseptort 1'i (FOLR1) hedef alan anti-kanser terapotigine
olumlu bir sekilde yanlt verme egiliminde olan bir sujeyi tanmlamak icin bir
yontemi tarif eder, ydntem slUjeden elde edilen bir doku omeginde FOLR1

ekspresyonunu saptamay “icerir.

Mevcut bulug ayrica, bir kanser terapisinin etkililiginin olas 1.g n_jarttirmak igin bir
yontemi de tarif eder, yontem bir FOLR1'i hedef alan anti-kanser terapotiginin bir
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terapdtik olarak etkili dozunu bir sljeye uygulamay! icerir, burada sujeden elde

edilen bir doku érmeginde FOLR1 ekspresyonunun arttinld g/ bulunmustur.

Mevcut bulus ayrica, bir dugsik-dozlu kanser tedavisinin etkililigini tahmin etmek
icin bir yéntem de tarif eder, yontem bir FOLR1'I hedef alan anti-kanser
terapotiginin bir terapotik olarak etkili dozunu bir sujeye uygulamayUicerir, burada
s6z konusu sUjenin bir 6érnek iginde arttmIm$ FOLR1 ekspresyonuna sahip oldugu

bulunmustur.

Bir uygulamada, ydntemler ovaryan karsinoma, kulglk hulcreli-olmayan akciger
adenokarsinomuna (bronsiyoloalveoler karsinom dahil), renal karsinomlara ve

endometriyal karsinomlara yoneliktir.

Bir uygulamada, FOLR1 ekspresyonunun kapsam | ve tekduzeligi
immunohistokimya (IHC), akig sitometrisi veya nukleik asit hibridizasyonu ile
saptanr. Bir baska uygulamada, FOLR1 ekspresyonunun duzeyi
immunohistokimya ile saptanr. IHC'nin smirlaycl olmayan ornekleri, FOLR1'in
cesitlilik gosteren duzeylerini ayrt eden IHC yontemlerini ve kalibre edilmis IHC
yontemlerini, érnedin, burada tarif edilenleri, icerir. FOLR1 ekspresyonu, bunlarla
sinmCkalmamak kaydlyla, burada tarif edilen skorlama yontemlerini igeren, uygun
bir skorlama sistemi kullanlarak skorlanabilir. (")rnegin, FOLR1 ekspresyonu,
boyama yogunlugu icin 0'in en dlsik boyama yogunlugu dizeyi oldugu ve 3+'nn
en ylksek boyama yogunlugu dizeyi oldugu 0, 1, 2, 3 ve 3+ olan bir aralld! igeren
bir kalibre edilmis IHC yontemi kullanllarak skorlanabilir. Alternatif veya ilave
olarak, FOLR1 ekspresyonu fokal (boyanmls hicrelerin <%25') ila heterojen
(boyanm$ hicrelerin %25-75') ila homojen (boyanmis hucrelerin >%75'i}
arallnda yer alan bir boyama tekduzeligi i¢eren bir kalibre edilmis IHC yontemi
kullantarak skorlanabilir, burada fokal boyama en az tekdize boyamadd ve

homojen en tekdlze boyamad 1.

llave bir uygulamada, bir drnek (drnedin, bir timdr dokusu érnedi) icinde FOLRA
ekspresyonu ol¢ulur ve bir veya birden fazla referans ornedi ile karglastirilir ve bir
sUje tUmdrinden, ksenogreft timorden veya hicre hattindan doku ornegindeki

FOLR1 ekspresyonu bir veya birden fazla referans 6rnege kiyasla ekspresyonun



10

15

20

25

30

kapsaminl Ive tekduzeligini korele eden bir FOLR1 spesifik skora sahiptir. Cesitli
orneklerde, bir homojen boyama paterni ile bir diizey 1, 2, 3 veya 3+ FOLR1
boyama yogunlugu olan bir doku &rneginin veya hiucrenin arttirim/s FOLR1
ekspresyonuna sahip oldugu dusunulir; heterojen veya fokal boyam paternleri ile
bir dizey 3 FOLR1 boyama yogunlugu olan bir doku &érnedinin veya hicrenin
arttifimis FOLR1 ekspresyonuna sahip oldugu dusunulir. Bir bagka uygulamada,
bir 6érnek igcindeki FOLR1 ekspresyonu ol¢Ulir ve bir karsastrdabilir boyama
dizeyini tanimlamak icin bir veya birden fazla referans 6rnek ile kargiastmlr. Bir
uygulamada, referans drnek, bir dnceden tayin edilmis IHC skoruna ve/veya bir
dnceden-belirlenmis her hiicre igin antijen (veya ABC) sayls na sahiptir ve ornek
dokusu igin antijen veya ABC say s| karsllast imaya gore belirlenebilir.

Bir uygulamada, bir ornek (Grnedin, bir tumoér dokusu 6rnedi) icinde FOLR1
ekspresyonu olgulur ve bir veya birden fazla kontrol ornegi ile karsilastirilin ve bir
suje tumodrunden, ksenogreft timorden veya hucre hattmdan doku ornegindeki
FOLR1 ekspresyonu bir veya birden fazla kontrol érnegine kyasla ekspresyonun
kapsamnlve tekdizeligini korele eden bir FOLR1 spesifik skora sahiptir. Bir
uygulamada, ornekteki FOLR1 ekspresyonu hi¢ FOLR1 ekspresyonu gostermeyen
veya dusuk dizeyde saptanabilir FOLR1 ekspresyonu gosteren bir negatif kontrol
ornegi ile karslastrlin. Bir baska uygulamada, ornekteki FOLR1 ekspresyonu
arttirdim(s FOLR1 ekspresyonuna (dizey 1, 2, 3 veya 3+) sahip olan bir pozitif
kontrol 6rnegi ile karglastirllir. Bazl uygulamalarda, kontrol érnekleri, bunlarla
sinidl kalmamak kayd yla, Namalwa, SW2, SW620, T47D, IGROV-1, 300.19 FRA1,
HeLa veya KB hiicrelerini, icerir. Ozel uygulamalarda, kontrol érnekleri folat
reseptdrl ile transfekte edilmis hicreleri {(6rnedin, 300.19 FR1) veya bu

hacrelerden hucre peletlerini icerir.

Bir uygulamada, FOLRTi hedef alan anti-kanser terapotigi, bir FOLR1
immunokonjugatd . Bir uygulamada, imminokonjugat, bir anti-FOLR1 antikoru,

bir baglaygve bir sitotoksin icerir.

llave bir uygulamada, anti-FOLR1 antikoru, huMOV19'dur. Bir bagka uygulamada,
badlayic! Ibir yarllabilir baglay ¢idan, bir yarilamayan badlay ¢idan, bir hidrofilik
badlaylcidan ve bir dikarboksilik asit temelli baglayic/dan olusan gruptan segilir. Bir
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baska uygulamada, baglayicl asagldakilerden olugsan gruptan segilir: N-
sUksinimidil 4-(2-piridilditiyo)pentanocat (SPP) veya N-siksinimidil 4-(2-piridilditiyo)-
2-slilfopentanoat (silfo-SPP); N-siiksinimidil 4-(2-piridilditiyo)bltanoat (SPDB)
veya N-suksinimidil 4-(2-piridilditiyo)-2-siUlfobitancat (stlfo-SPDB); N-suksinimidil
4-(maleimidometil)  siklohekzankarboksilat (SMCC); N-silfosuksinimidil  4-
{(maleimidometil) siklohekzankarboksilat (sulfoSMCC); N-suksinimidil-4-
{iyodoasetil}-aminobenzoat (SIAB) ve N-slksinimidil-[(N-
maleimidopropiyonamido)-tetraetilenglikol] ester (NHS-PEG4-maleimid). Bir bagka
uygulamada, baglay(cl;] N-suksinimidil 4-(2-piridilditiyo)-2-silfobitanoatt® (sulfo-
SPDB'dir). Bir bagka uygulamada, sitotoksik ajan bir maytansinoidden,
maytansinoid analogundan, benzodiazepinden, taksoidden, CC-1065'ten, CC-
1065 analogundan, duokarmisinden, duokarmisin analogundan, kalikeamisinden,
dolastatinen, dolastatin analogundan, auristatinden, tomaymisin tlrevinden ve
leptomisin turevinden veya ajan n bir dnilacindan olusan gruptan secilir. Bir baska
uygulamada, sitotoksik ajan bir maytansinoiddir. Bir bagska uygulamada, sitotoksik
ajan, N(2')-deasetil-N(2')-(3-merkapto-1-oksopropil)-maytansindir veya N(2)-
deasetil-N2-(4-merkapto-4-metil-1-oksopentil)-maytansindir. Bir baska
uygulamada, sitotoksik ajan N(2')-deaset,|-N2-(4-merkapto-4-metil-1-oksopentil)-
maytansindir (DM4). Ilave bir uygulamada, immiinokonjugat, HUMOV19 antikoru,
sllfo-SPDB ve DM4 (IMGN853) igerir.

Bulus ayr ¢a, bir sijede FOLR1 ekspresyonunu 6lgmek igin bir FOLR1 saptama
reaktifi ve kullan m icin talimatlari liceren bir kiti de tarif eder. Bir uygulamada,
FOLR1 saptama reaktifi, bir FOLR1 baglama peptidini, proteinini veya bir
molekiler probunu (yani, nukleik asidini) icerir. Bir baska uygulamada, FOLR1
saptamam reaktifi, bir anti-FOLR1 antikorudur. Bir baska uygulamada, kit ilaveten,
anti-FOLR1 antikorunu baglayan bir sekonder antikor igerir. Bir uygulamada,
antikor 0,5 ila 7,5 pg/ml, arzu edilebilir bir sekilde 0,9 ila 3.8 +/- 0,5 pg/ml
arallgnda olan bir konsantrasyonda dahil edilir. Cesitli uygulamalarda, antikor 1,0
+/- 0,5 pg/ml, 1,5 +/- 0,5 pg/ml, 1,9 +/- 0,5 pg/ml, 2,5 +/- 0,5 pg/ml, 3,0 +/- 0,5
pg/ml, 3,5 +/- 0,5 pa/ml, 3,8 +/- 0,5 pg/ml veya en fazla 42 pg/ml olan bir
konsantrasyonda dahil edilir. Bir baska uygulamada, antikor 0,9 ila 3,8 +/- 0,5
pg/ml aralidinda bir nihai konsantrasyon elde etmek amacliyla seyreltmeler igin
talimatlar ile birlikte konsantre ¢ézelti halinde dahil edilir. Bir baska uygulamada, kit
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ilaveten, asagldakilerden olusan gruptan segilen bir saptama reaktifi icerir: bir
enzim, bir florofor, bir radyoaktif etiket ve bir luminofor. Bir baska uygulamada,
saptama reaktifi agsag/dakilerden olugan gruptan secilir: biyotin, digoksigenin,
floresin, tritiyum ve rodamin.

Kit ayrica, FOLR1 ekspresyonunu saptamak ve skorlamak icin talimatlar da
igerebilir. Kit ayrica, kontrol ve referans drnekleri de igerebilir. Kontrol ve referans
drneklerinin sinhmay@l-olmayan ornekleri, doku orneklerini, hiicre peletlerini veya
hlcreleri icerir. Kontrol ve referans &rnekleri, doku kiltarti hiicre hatlar ndan
(normal veya timér}, normal doku (normal kontrol) veya timér dokularl (pozitif
kontrol} orneklerinden turetilebilir. Emsal hicre hatlar ,| SW620, T47D, IGROV-1,
HELA, KB, JEG-3 ve FOLR1'i eksprese eden bir ekspresyon vektoru ile kaligl veya
gegici bir sekilde transfekte edilmis hicre hatlar ni [{(6rnedin, 300.19FR1) igerir.
FOLR1 ekspresyonu saptama yontemlerinde normal referans dokular |olarak
kullanfabilen emsal dokular burada tarif edilir ve normal akcigeri, tukuruk bezini ve

pankreas(icerir.

Bulus ayri@a, bir anti-FOLR1 antikoruna veya anti-FOLR1 imminokonjugatna
blyulk olaslikla yand verecek olan bir kanseri tanimlamak igin agad(dakileri i¢eren
bir yontemi de tarif eder: (a) s6z konusu kanserden hucreler igeren bir biyolojik
ornegdi hucre yuzeyi uzerinde FOLR1 proteinini baglayan bir ajan ile temas ettirme;
(b) {a)'n n sz konusu biyolojik érnegdinin hiicre ylzeyi lizerinde FOLR1 proteinini
baglayan s6z konusu ajanin baglamasini isaptama; (¢} adim (b)nin s6z konusu
badlamasina bir skor tayin etme, burada s6z konusu skor bir veya birden fazla
referans drnek ile kars Tast rmaya gore tayin edilir ve (d) adm (c)'deki s6z konusu
skoru bir referans dokunun veya hicrenin skoru ile karsllastrma, burada séz
konusu kanser FOLR1 dizeyi i¢in bir normal-dizeyde veya dusuk-duzeyde
FOLR1 eksprese eden referans ornegi icin skora k' yasla daha buytik olan bir skor
veya s0z konusu kanser FOLR1 dlzeyi icin bir yiksek-dlUzeyde FOLR1 eksprese
eden referans o6rnek igin skora esit veya bundan daha biyuk olan bir skor, s6z
konusu kanserin bir anti-FOLR1 antikoruna veya anti-FOLR1 immUnokonjugatina
blylk olaslkla yan 1 verecek sekilde oldugunu tanimlar. Belirli uygulamalarda,

kanser ovaryan kanserdir veya akciger kanseridir.
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Bulug ayrica, bir tumortd bir anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immunokonjugat lile tedaviye duyarl ioldugu seklinde tanimlamanin bir yontemini
de tarif eder, s6z konusu yontem asagidakileri igerir: (a) s6z konusu timdrden elde
edilen bir timdér dokusu drnedinde FOLR1 ekspresyonunun dizeyini olcme,
burada stz konusu o6lgme bir veya birden fazla referans ornekte boyama
yogunluguna veya boyama tekdiizelijine k yasla bir FOLR1 eksprese eden kanser
oérneginde boyama yogunlugunu veya boyama tekduizeligini ayft eden bir saptama
yonteminin kullanimasmigerir; (b) s6z konusu tumoér dokusu 6rnegi icin bir
FOLR1 boyama yogunlugu skorunu belirleme ve (c) ad(n (b)'de belirlenen FOLR1
boyama yogunlugu skorunu en az bir referans o&rnekte FOLR1 proteini
ekspresyonunu dlgme ile belilenmis bir badlll deger ile karsllastirma, burada soz
konusu en az bir referans ornek, bir anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1
immdnokonjugat lile tedaviye duyarll lolmayan bir dokudur, hlcredir veya hucre
peleti drnedidir ve burada sdz konusu bagllidegere k yasla daha yuksek olan ad m
(b)'de belirlenen s6z konusu ornek i¢in bir FOLR1 boyama yogunlugu skoru, s6z
konusu tUmérl bir anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1 immunokonjugatlile
tedaviye duyarlColdugu seklinde tanmlar. Belirli uygulamalarda, saptama yontemi
manuel olarak veya bir otomatiklestiriimis sistem kullanlarak gercgeklestirilir. Bir
uygulamada, saptama yontemi, IHC'dir. Bir baska uygulamada, IHC, FOLR1

ekspresyonunun farkl “dazeylerini ay Tt edebilen kalibre edilmis IHC'dir.

Bulus ayriga, akciger veya ovaryan kansere sahip olan bir sije igin bir anti-FOLR1
antikoru veya bir anti-FOLR1 immUnockonjugat! lile bir terapdtik rejimi optimize
etmenin bir yontemini de tarif eder, s6z konusu ydntem asagidakileri igerir: (a} sz
konusu slijeden elde edilen s6z konusu ornedi hicre yizeyi FOLRT'ini spesifik
olarak baglayan bir antikor ile temas ettirme; (b) bir veya birden fazla referans
omekte boyama yogunluguna ve boyama tekduzeligine kiyasla bir FOLR1
eksprese eden kanser orneginde boyama yodunlugunu veya boyama tekduzeligini
aym edebilen bir saptama yontemini kullanarak (a)'daki s6z konusu antikorun séz
konusu 6rnek icindeki séz konusu hiicre ylizeyi FOLR1'ini baglamas nJdlgme ve
s6z konusu drnede bir boyama skoru tayin etme ve (c) adim (b)'deki skor bir
normal-diizeyde veya duslk-dlizeyde FOLR1 eksprese eden referans ornek igin
skora klyasla daha kuguk veya bu skora esit oldujgunda bir anti-FOLRA1
immunokonjugat n'n yuksek bir dozunu uygulama veya skor bir normal-duzeyde
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veya dUsuk-duzeyde FOLR1 eksprese eden referans 6rnek icin skora k yasla daha

buyulk oldugunda bir anti-FOLR1 immunokonjugat n n diisik bir dozunu uygulama.

Bulus ayrica, bir sujeden elde edilen bir timor dokusu 6rneginde kanser hucreleri
uzerinde hicre ylizeyi FOLRT'inin ekspresyonunu saptamann bir yontemin ide
tarif eder, soz konusu yontem asagdakileri igerir: (a) timor dokusu ornegi elde
etme, burada séz konusu kanser ornedi formalin ile fikse edilmis parafine
gémulmastdr; (b) sbz konusu 6rnegi hucre yuzeyi FOLR1'ini spesifik olarak
badlayan bir antikor ile temas ettirme; (c) bir veya birden fazla referans &rnekte
boyama yogunluguna ve boyama tekdiizeligine kiyasla bir FOLR1 eksprese eden
kanser drneginde boyama yodunlugunu veya hoyama tekdizeligini ayirt edebilen
bir saptama yontemini kullanarak (b)deki soz konusu antikorun s6z konusu tumaor
dokusu ornegi igindeki s6z konusu hucre ylzeyi FOLR1'ini baglamas n 6lgme ve
(d) sb6z konusu tumér dokusu oOrneginde hucre yuzeyi FOLR1'ini boyama
yogunlugunun veya boyama tekduUzeliginin duzeyi bir veya birden fazla referans
ornek ile karslastrnld ktan sonra s6z konusu FOLR1'e bir FOLR1 ekspresyon

skoru tayin etme.

Bulus ayriga, bir akciger kanserine veya ovaryan kansere sahip olan bir sUjeyi bir
dusuk-dozlu anti-FOLR1 antikoru veya anti-FOLR1 immunokonjugatn ] tedavi
rejimine buyluk olas1kla yan1 verecedi seklinde tan mlamann bir yontemini de
tarif eder: (a) s6z konusu ovaryan kanserden veya akciger kanserinden hicreler
iceren bir biyolojik érnegi hiicre ylzeyi FOLR1 proteinini bagdlayan bir ajan ile
temas ettirme; (b) s6z konusu ajanin (a)nin séz konusu biyolojik &rnegini
baglamasin 1saptama; (¢) adim (b)nin s6z konusu bagdlamasina bir skor tayin
etme, burada sdz konusu skor bir veya birden fazla referans Ornegi
karsastifmaya dayanarak tayin edilir ve (d) adin (c)'deki s6z konusu skoru bir
referans dokunun veya huacrenin skoru ile karslastiima, burada soz konusu
ovaryan kanser veya akciger kanseri icin bir normal-dizeyde veya dusuk-dlizeyde
FOLR1 eksprese eden referans érnek icin skora k yasla daha blyuk olan bir skor
veya sdz konusu ovaryan kanser veya akciger kanseri igin bir ylksek-dizeyde
FOLR1 eksprese eden referans ornek igin skora esit veya bu skora klyasla daha
blylk olan bir skor s6z konusu ovaryan kanserin veya akciger kanserinin bir
dusik-dozlu anti-FOLR1 antikoruna veya anti-FOLR1 immunokonjugatina buyuk
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olasllikla yan! verecek sekilde oldugunu tan miar. Belirli uygulamada, yontem
ilaveten bir beserilestiriimis anti-FOLR1 antikorunun veya bir anti-FOLR1
immunokonjugatnn bir terapdtik olarak etkili miktarini s6z konusu suUjeye
uygulamayLicerir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1. Maniliel Boyama Yontemi. Anti-FOLR1 antikorlarCtransfekte edilmis
hicrelerde FOLR1 ekspresyonunu saptar. 300.19 hicre insan FOLR1'ini
sifreleyen bir polinidkleotid ile transfekte edilmistir. FOLR1 proteini
ekspresyonu, mdirin antikor BN3.2 kullanilarak saptanmigtin Smith AE et al.,
Hybridoma (Larchmt). 2007 Oct;26(5):281-8.

Sekil 2. ManlUel Boyama Yontemi: Anti-FOLR1 antikorlari | FOLR1
ekspresyonunun farkl | duzeylerini ayirt edebilir. Antikor BN3.2, cesitli
ksenogreft hiicrelerinde FOLR1 ekspresyonunu saptamak igin kullanimrgtm.
BN3.2 antikoru i¢in saptama snmlyaklask olarak 4000 her hucre icin bagl_
antikordur (ABC).

Sekil 3. Manuel Boyama Yontemi. Anti-FOLR1 antikorlarCdoku 6rneklerinde
FOLR1 ekspresyonunun farklO dlizeylerini ay®t edebilir. BN3.2, ovaryan
timorlerde (A) ayn] zamanda kuguk hucreli-olmayan akciger kanseri
tumorlerinde (B) FOLR1 ekspresyonunu saptamak i¢in kullanm st .

Sekil 4. Manuel Boyama Yontemi: Ovaryan timdrlerde ve NSCLC
timorlerinde tekdlze FOLR1 ekspresyonu. FOLR1 ekspresyonu ovaryan
karsinomlarin  ¢odunda aynil zamanda test edilen akciger
adenokarsinomlarinda ve bronsiyoloalveoler karsinomlarda yuksektir.
Ovaryan karsinom orneklerinin blyik ¢ogunlugu, serdz ve endometrioid
hacrelerinde en yuksek yogunluklu boyamaya sahiptir. NSCLC
tumorlerinde, en yuksek ABC dederleri, brongiyoloalveoler karsinomda ve
papiller adenokarsinomdan bulunmustur.

Sekil 5. Mantel Boyama Ydntemi: FOLR1 ekspresyonu genel olarak,
NSCLC hicrelerinin membranC ile sndand i, Yiksek ¢ézunurliklu
mikroskop, FOLR1 boyamas n n blyuk ¢ogunlugunun NSCLC tumorlerinde
membran ile sinirlandirildigini ortaya ¢lkarmistin.
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Sekil 6. Manudel Boyama Yontemi: FOLR1 ekspresyonu genel olarak,
ovaryan kanser hicrelerinin - membrani ile simrand rlin.  Yiksek
¢OzUndrlakld mikroskop, FOLR1 boyamas/nim buyuk ¢ogunlugunun ovaryan
tumorlerde membran ile snirlandrid§nCortaya ¢karm(sti.

Sekil 7. Bir KB ksenogreft modelinde huMovI9-hedefli konjugatlar n_in vivo
etkinligi. FOLR1'i hedef almayan huC242-SPDB-DM4’e (D) klyasla FOLRT'i
hedef alan yarIabilen konjugat huMovl9-SPDB-DM4 (B) ve hedef almayan
huC242-PEG4Mal-DM4'e (E) klyasla yarTamayan konjugat huMov19-
PEG4-Mal-DM4 (C), SCID farelerine subkiitan implante edilmis KB
hicrelerinin bir yerlesik ksenogreft modeli kullan larak test edilmigtir.
FOLR1'i huMovl$ ile hedef alma, ortala timdér hacminde anlamll dusis ile
sonuglanmigtin.

Sekil 8. OVCAR-3 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853
tedavisinin doz-yanit anti-timodr aktivitesi. Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0
mg/kg'da bir tek intravendz IMGN853 enjeksiyonu ile muamele edilmistir.
Hayvanlarin bir kontrol grubu, bir tek intravenéz PBS enjeksiyonu alm st 1.
Sekil 9. IGROV-1 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853
tedavisinin doz-yanlt anti-timor aktivitesi. Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0
mg/kg'da bir tek intravendz IMGN853 enjeksiyonu ile muamele edilmistir.
Hayvanlarin bir kontrol grubu, bir tek intraven6z PBS enjeksiyonu alm st T.
Sekil 10. OV-90 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853
tedavisinin doz-yanit anti-timoér aktivitesi. Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0
mg/kg'da bir tek intravendz IMGN853 enjeksiyonu ile muamele edilmistir.
Hayvanlarin bir kontrol grubu, bir tek intravendz PBS enjeksiyonu alm gt n.
Sekil 11. SKOV-3 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853
tedavisinin doz-yanlt anti-tumor aktivitesi. Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0
mg/kg'da bir tek intravendz IMGN853 enjeksiyonu ile muamele edilmistir.
Hayvanlarm bir kontrol grubu, bir tek intraven6z PBS enjeksiyonu alm$tT.
Sekil 12. KB insan servikal adenokarsinom ksenogreftlerinde IMGN853
tedavisinin doz-yan(® anti-timér aktivitesi. Farelere 1,0, 2,5 veya 5,0
mg/kg'da bir tek intravenoz IMGN853 enjeksiyonu ile muamele edilmistir.
Hayvanlarin bir kontrol grubu, bir tek intravendz PBS enjeksiyonu alm st 1.
Sekil 13. Otomatiklestiriimis Boyama Yontemleri: IHC ve Akig Sitometrisi ile
Hlcre Hatlarinda FOLR1 Ekspresyonunu gosteren Temsili Fotograflar ve
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Histogramlar. SW620, T47D, Igrov-1, 300.19/FR1, HeLa ve KB hucrelerinin
tima, FOLR1 boyama yogunlugu ve tekdizeligi icin skorlanmigtin.
300.19/FR1 ve KB 3 homo olarak skorlanirken, SW630 ve IGROV-1
hacreleri, 1-3 hetero olarak skorlanmistin, T47D, 1-2 hetero olarak
skorlanm(stir, HelLa, 2-3 hetero olarak skorlanmistir.

Sekil 14. Otomatiklestiriimis Boyama Yontemleri: Ser6z Ovaryan Kanserde
Temsili FOLR1 BoyamasC 3 homo, 2-3 homo, 2 homo ve 2 hetero boyama
gOsteren boyama paternleri, ser6z ovaryan kanserden elde edilen doku
kesitleri igin IHC ile gosterilir.

Sekil 15. Otomatiklestiriimis Boyama Yontemleri: Endometrioid Ovaryan
Kanserde Temsili FOLR1 Boyamasl. 3 homo, 2-3 homo, 3 fokal ve 1-2
hetero boyama gosteren boyama paternleri, endometrioid kanserden elde
edilen doku kesitleri i¢in IHC ile gosterilir.

Sekil 16. Otomatiklestiriimis Boyama Yoéntemleri:  (bronsiyoloalveoler
karsinomlarin drigmda) Adenokarsinom Alt-Tipinin NSCLC'sinde Temsili
FOLR1 Boyamasll 3 homo, 2-3 homo, 2 hetero, 2 homo ve 1-2 hetero
boyama godsteren boyama paternleri, kuguk hicreli-olmayan akciger
kanserinden, adenokarsinom alt-tipinden, elde edilen doku kesitleri icin IHC
ile gosterilir.

Sekil  17. Otomatiklestiriimis Boyama  Yontemleri:  Endometriyal
Adenokarsinomda Temsili FOLR1 Boyamas(l 3 hetero, 2 hetero ve 1 hetero
boyama gdsteren boyama paternleri, endometriyal adenokarsinomdan elde
edilen doku kesitleri igin IHC ile gosterilir.

Sekil 18. Otomatiklestiriimis Boyama Yontemleri: Renal Berrak Hucreli
Karsinomda Temsili FOLR1 Boyamasl. 2 homo, 2 hetero ve 1 hetero
boyama gdsteren boyama paternleri renal hicre kanserinden elde edilen
doku kesitleri icin IHC ile gosterilir.

Sekil 19. IMGN853'Un in vitro sitotoksik aktivitesi. Bes FOLR1-pozitif hiicre
hatt” (KB, IGROV-1, JEG-3, SKOV-3 ve OVCAR-3) ve iki FOLR1-negatif
hicre hattJ(Namalwa ve SW2), bunlarm IMGN853'Un sitotoksik etkilerine
duyarldigC i¢in analiz edilmistir. Hucreler IMGN853'e (duz ¢izgi) veya
IMGN853 artL 0,5 uM konjuge edilmis huMov19'a (M9346A) (kesikli gizgi) 5
gln boyunca maruz brakImgtr ve bunlarn sag kaliml |WST-8-temelli

analiz ile belirlenmistir. Temsili veriler gosterilir. Sag kalan hucrelerinin
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yluzdesi, IMGN853 konsantrasyonunun 10 taban nda logaritmasina kars |
grafik haline getirilmigtir.

Sekil 20. FOLR1 ekspresyonu dizeyine kiyasla FOLR1-pozitif hiicre
hatlarinin IMGN853'e duyarlli§. IMGN853'Un potensi ve 6zgullugl, genis
bir FOLR1 ekspresyonu aral d0olan FOLR1-pozitif hucre hatlarma kars_
analiz edilmistir. Hicre hatlar JIMGN853 ile inklbe edilmistir ve KB, Igrov-1
ve Jeg-3 IMGN853'e spesifik olarak duyarlC iken, konjuge edilmemis
huMovl9 (M9346A) konjugatin azaltTm's aktivitesini gostermigtir. Skov-3 ve
Ovcar-3, IMGN853'e duyarlll dedildir ve konjuge edilmemis huMov19
(M9346A) konjugat n aktivitesini degistirmemigtir.

Sekil 21. Otomatiklestiriimis Boyama Yontemleri: FOLR1 i¢in boyanmis
Ovaryan Karsinom Ksenogreft etkinlik modelleri. 1-3 hetero (Ovcar 3), 1-3
homo (lgrov 1), 1-2 hetero (Ov 90) ve negatif (SKOV 3) boyama gosteren
boyama paternleri ovaryan kanser ksenogreftlerinden elde edilen doku
kesitleri igin IHC ile gosterilir.

Sekil 22. Otomatiklestiriimis Boyama Yéntemleri: Fare Ksenogreft Modelleri.
NSCLC (A), Endometriyum Karsinom (B} ve Servikal Karsinom (C) Hicre
HatlarCicin ksenogreftlerde FOLR1 ici boyama paternleri gosterilir. NSCLC
ornekleri, 2-3 homo veya 2 homo boyama gdstermistir, endometriyum
karsinom 2 hetero/3 fokal boyama gostermistir ve servikal karsinom 3 homo
boyama gdstermistir.

Sekil 23. Analiz kontrol dokularl_otomatiklestiriimis boyama kilavuzu. Negatif
(0zofagus 0) ve pozitif kontrol drnekleri (tuklruk bezi 1-2 hetero, akciger 2
homo, pankreas 3 homo) i¢in boyama paternleri otomatiklestiriimis IHC ile
belirlendigi sekilde gdsterilir.

Sekil 24. Tumor dokularC otomatiklestiriimis boyama klavuzu. Duzey 3,
dizey 2 ve duzey 1 boyama i¢in temsili boyama paternleri,
otomatiklestiriimis IHC ile belilendigi Uzere kontrol dokusu Uzerinde
gosterilir.

Sekil 25. Tumor dokularC otomatiklestiriimis boyama klavuzu. Duzey 3,
dlizey 2 ve dluzey 1/negatif boyama igin temsili boyama paternleri,
otomatiklestiriimis IHC ile belilendigi Uzere kontrol dokusu uzerinde
gosterilir.
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BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Mevcut bulug, FOLR1'in asiri-ekspresyonu ile karakterize edilen kanserlerin
tedavisinin etkinligini veya bu tedaviye yanin olaslliginCarttimak igin yontemleri
tarif eder. Mevecut bulug, norma dokuya kyasla timor dokusunda FOLR1T'in
dinamik bir ekspresyon aralgnn kesfine ve arttfilms FOLR1 ekspresyon
dizeyleri olan tdmorlerin  anti-FOLR1  antikorlarD veya  anti-FOLR1
immunokonjugatlarile tedaviye daha ¢ok yani® verdigi kesfine dayan(r. Ayrica,
otomatiklestirilmis ve maniel yontemler arasida dinamik duyarllllk ve saptama
arallklarinda farklliklar da kegfettik. Bulusun yontemlerini tatbik etmek igin yararl

olan bir veya birden fazla reaktif iceren kitler ilaveten tarif edilir.

. Tanimlar

Mevcut bulusun anlasimasinll kolaylastimak igin, ¢cok sayda terim ve ifade

asagda tan mlan(r.

Burada kullan1d g Jsekliyle, "insan folat reseptorii 1" veya "FOLR1" terimleri, aksi
ifade edilmedikge, herhangi bir natif insan FOLR1'ini ifade eder. "FOLR1" terimi,
"tam-boy”, islenmemis FOLR1'i aynlJzamanda FOLR1'in hucre iginde islemeden
kaynaklanan herhangi bir formunu kapsar. Terim ayrica, FOLR1'in dogal olusumlu
varyantlarn,l 6rnegdin, ug-birlestirme varyantlarini,) allelik varyantlarinl ve
izoformlarini,) da kapsar. Burada tarif edilen FOLR1 polipeptitleri, cesitli
kaynaklardan, ornegin, insan dokusu tiplerinden veya bir baska kaynaktan, izole
edilebilir veya rekombinant veya sentetik yontemler ile hazmanabilir. FOLR1
dizilerinin érnekleri, bunlarla sl _kalmamak kaydiyla, P15328, NP_001092242.1,
AAX29268.1, AAX37119.1, NP_057937.1 ve NP_057936.1 NCBI referans
numaralarim ve SEQ ID NO.'lar= 1'de ve 2'de gosterilenleri, icerir.

FOLR1'in "arttmlim($ ekspresyonu" terimi, yiksek dizeylerde FOLR1 ekspresyonu
iceren bir drnedi ifade eder. Bir drnekte, FOLR1 ekspresyonu IHC ile dlgllur ve
tan mlanan skorlar_l gosteren kontrollere (6rnegin, kalibre edilmis kontrollere)
klyasla bir boyama yogunlugu skoru ve bir boyama tekduzeligi skoru verilir
(drnegin, yodunluk, duzey 3 kalibre edilmis kontrol ile karsgilastinllabilir oldugu 3'luk



10

15

20

25

30

15

bir yogunluk skoru verilir veya yogunluk, diuzey 2 kalibre edilmis kontrol ile
karsllagtirilabilir oldugu 2'lik bir yogunluk skoru verilir). Ornegin, immiinohistokimya
ile 1, 2, 3 veya 3+ daha buyiik olan bir skor bir arttifimis FOLR1 ekspresyonunu
gosterir. Heterojen veya homojen olan bir boyama tekdiuzeligi ayrica, arttnlms
FOLR1 ekspresyonunun bir gdstergesidir. Boyama yodunlugu ve boyama
tekduzeligi skorlarCtek basha veya kombinasyon halinde kullan Iabilir (6rnedin, 2
homo, 2 hetero, 3 homo, 3 hetero, vb.). Bir baska o&rnekte, FOLR1
ekspresyonundaki bir art[3 kontrol degerlerine (6rnegin, kanseri olmayan veya
yukselmis FOLR1 degerlerine sahip olmayan bir kanseri olan bir sijeden elde
edilen bir dokudaki veya hiicredeki ekspresyon dlizeyine) kiyasla en az 2-katl k, en
az 3-katlk veya en az 5-katl Kk} bir art g n saptanmas ile belirlenebilir.

Bir "referans oOrnek", bir test drneginden bulusun ydntemlerinde elde edilen
sonuglar! | korele etmek ve karsllastirmak igin kullan/labilir. Referans ornekleri
hacreler (6rnegin, hucre hatlarl; hucre peletleri) veya doku, olabilir. "Referans
ornek" icindeki FOLR1 dizeyleri, FOLR1'in bir mutlak veya bag(l miktarl) bir miktar
aral(dL_ bir minimum ve/veya maksimum miktar(] bir ortalama miktarOve/veya bir
medyan miktarUolabilir. Bulusun tan(sal yontemleri, bir test érnegindeki FOLR1
ekspresyon duzeyleri ve bir "referans deger" arasndaki bir kars Iast rmay Jigerir.
Baz[J uygulamalarda, referans deder, bir referans o6rnek icinde FOLR1'in
ekspresyon duzeyidir. Bir referans deger, bir 6nceden belirlenmis deger olabilir ve
ayrica test ornekleri ile paralel olarak test edilen referans 6rneklerden (6rnegin,
kontrol biyolojik érneklerinden) de belirlenebilir. Bir referans deger, bir tek kesim-
dederi, ornegin, degerlerin bir medyan| iveya ortalamasl iveya bir aral § , 6rnegin,
bir guven arali§l, olabilir. Referans dederler, bireylerin gesitli alt-gruplarf, érnegin,
kansere yatkn olan bireyler, erken ve ge¢ evre kansere sahip olan bireyler, erkek
vel/veya kadmn bireyler veya kanser terapisi almakta olan bireyler, igin
olusturulabilir. Normal referans orneklerinin veya degerlerinin ve pozitif referans

oérneklerinin veya degerlerinin 6rnekleri burada tarif edilir.

BazU uygulamalarda, referans drnek, bir sadlkl_dokudan, &zellikle kanserden
etkilenmemis bir kargllk gelen dokudan, elde edilen bir ornektir. Referans
orneklerinin  bu tipleri, negatif kontrol oOrnekleri olarak ifade edilir. Diger
uygulamalarda, referans ornek, FOLR1 eksprese eden bir tumdr dokusundan elde
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edilen bir ornektir. Referans drneklerin bu tipleri, pozitif kontrol érnekleri olarak
ifade edilir. Pozitif kontrol &rnekleri ayrica, FOLR1 ekspresyonunun dizeyi ile
korele olan, tekduzelik (homoya kiyasla hetero) ve/veya boyama yogunlugunun
derecesi (1, 2, 3, 3+) igin bir karslastrmalCindikatér olarak da kullanlabilir. Pozitif
kontrol karsfdastirmalC ornekleri ayrica, dinamik bir boyama yogunlugu veya
tekduzeligi arall§gosteren kalibre edilmis referans ornekler olarak da ifade edilir.
Ornekler 1-9'da gosterildigi (zere, FOLR1-eksprese etmeyen referans érnekler,
insan 6zofagus dokusunu icerir; diguk-dizeyde FOLR1 referans, tukurik bezi
(6zellikle interkalar kanallar) ve akciger (6zellikle respiratuvar epitelyum) dokusunu
icerir ve yuksek-dizeyde FOLR1-eksprese eden doku, pankreas! (6zellikle duktal
hicreleri) icerir. Hiucre hatlarl ligin, disuk-dizeyde eksprese edenler, bunlarla
sinidl kalmamak kayd yla, OVCARS3'U ve T47D'yi, icerir, orta-duzeyde eksprese
edenler, bunlarla s n A kalmamak kaydiyla, SW620'yi, IGROV-1'i, JEG3'Q, igerir ve
yuksek-duzeyde eksprese edenler, bunlarla s nid |kalmamak kaydlyla, KB'yi ve
IGROV1', igerir. Ozel olarak arzu edilebilen pozitif yiksek-diizeyde FOLR1
referans(, Folat Reseptori 1 ile kal ¢lveya gecici bir sekilde transfekte edilmis bir
hiicre hattdr (drnedin, 300.19/FR1). Ozel bir kanser icin, FOLR1'in uygun pozitif
ve negatif referans duzeyleri, bir veya birden fazla uygun slijede FOLRT'in
dizeylerini dlgme ile belirlenebilir ve bu tarz referans dizeyler sljelerin spesifik
populasyonlarT]icin uygun hale getirilebilir {(6rnegin, bir referans duzey yas-
eglesmeli olabilir, boylece belirli bir yas grubunda bir 6zel hastalk hali, fenotip
veya bunlarn yoklugu igin belirli bir yastaki silijelerden elde edilen &rneklerdeki
FOLR1 dizeyleri ve referans dizeyleri arasinda kars lastirmalar yapllabilir). Bu
tarz referans duzeyleri ayrica, biyolojik drneklerde FOLR1'in dizeylerini dlgmek
icin kullanan spesifik teknikler {0rnegdin, imminoanalizler, vb.) i¢in uygun hale de
getirilebilir, burada FOLR1 duzeyleri kullanIan spesifik teknige badlColarak farkl Ik

gOsterebilir.

Burada "primer antikor" terimi, bir drnek dokusu i¢inde hedef protein antijenini
spesifik olarak baglayan bir antikoru ifade eder. Bir primer antikor genel olarak, bir
immunchistokimyasal (IHC) prosedlrde kullandan birinci  antikordur. Bir
uygulamada, primer antikoru, bir IHC proseddrinde kullanlan tek antikordur.
Burada "sekonder antikor" terimi, bir primer antikoru spesifik olarak baglayan,
bdylece primer antikor ve eger varsa bir muteakip reaktif arasinda bir kdpru
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olusturan bir antikoru ifade eder. Sekonder antikor genel olarak, bir

immunohistokimyasal prosedirde kullan lan ikinci antikordur.

Mevcut bulusun bir "ornegi" veya "biyolojik érnedi", biyolojik orijinlidir, spesifik
uygulamalarda, ornegin, okaryotik organizmalardan elde edilir. Tercih edilen
uygulamalarda, ornek bir insan ornegidir, ancak hayvan ornekleri de bulusun
tatbikinde kullandabilir. Mevcut bulusta kullandmasC igin bir érmegin snTayc4
olmayan kaynaklar()) érnegin, solid dokuyu, biyopsi aspiratlarinf, assitleri, sivsal
ekstraktlarl) kan?) plazmayl] serumu, omurilik si¥SHL lenf s¥sSh,) cildin,
respiratuvar, intestinal ve genitolriner yollarin digsal bélimlerini, gézyaslarinl,
thkdrugd, sOtd, tGmorleri, organlar,| hicre kaltirlerini ve/veya hlcre kilturd
bilesenlerini, igerir. Mevcut bulus, genel olarak solid tumor drnekleri veya bagka
vlcut sivilarl,l érnegin, assitler, iceren kanser ornekleri igin ozellikle yararl din,

burada mevcut malzemenin miktarl azd r. Bunlarla sinifll kalmamak kayd|yla, farkl
hucre veya doku tiplerini kargMastrmay’, farklrgelisimsel evreleri karsifastmayve
hastalldn veya anormalligin varlld nClve/veya tipini saptamayliveya belirlemeyi
iceren yontem FOLR1'in ekspresyonunun bir yonlinl veya bir ormegdin bir

durumunu incelemek i¢in kullan Iabilir.

Buradaki amagclar igin, bir doku 6rnegdinin bir "kesiti", bir doku orneginin bir tek
parcasinllveya pargas(n’] ornegin, bir doku orneginden kesilen dokularin veya
hicrelerin ince bir dilimi (kesitini), ifade eder. Doku drneklerinin goklu kesitlerinin
alinabilecegi ve mevcut buluga goére analize tabi tutulabilecedi anlag/lir. Bazl |
olgularda, dokunun segilen ksm | veya kesiti hicrelerin bir homojen
populasyonunu icerir. Dider olgularda, segilen kisim, dokularm bir bdlgesini,
ornegin, bir smirlayc=olmayan drnek olarak Iimeni, icerir. Segilen kS, bir veya
iki hucre kadar kuguk olabilir veya ornegin, binlerce hucreyi temsil edebilir. Cogu
olguda, hucrelerin toplamOonemlidir ve bulus hucresel bilesenlerin saptanmasmda
kullanmasC igin tarif edilmigken, yéntem ayriéa bir organizmanm hlcresel-
olmayan bilesenlerini 6rnedin, bir shirlayl@-olmayan &rnek olarak kan icinde

¢Ozlnebilen bilesenleri) saptamak i¢in de kullan Iabilir.

"Korele etmek" veya "korele etme" ile, bir birinci analizin performansinl ve/veya

sonuglarinl I bir ikinci analizin performans|  ve/veya sonuglar lile, herhangi bir
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sekilde, kars lastirma kastedilir. Ornegin, bir kisi ikinci analizi yiritirken bir birinci
analizin  sonuglarn | kullanabilir  ve/veya bir kisi bir ikinci analizin
gerceklestirimesinin gerekip gerekmedigini belilemek igin bir birinci analizin
sonuglarimUkullanabilir ve/veya bir birinci analizin sonuglarinUbir ikinci analizin
sonuglar(ile karsglastrabilir. Bir uygulamada, FOLR1'in arttrIm(s ekspresyonu, bir
FOLR1'i hedef alan anti-kanser terapisinin etkililiinin arttrimis olaslgC ile

koreledir.

"Antikor" terimi, immunoglobulin molekiliinin degigken bdlgesi i¢cindeki en az bir
antijen tan ma yeri vasitasiyla bir hedefi, érnegin, bir proteini, polipeptidi, peptidi,
karbonhidrat!,l polinlkleotidi, lipidi veya yukar dakilerin kombinasyonlarin/, taniyan
ve spesifik olarak baglayan bir immunoglobulin molekulli anlam na gelir. Burada
kullanildigl | sekliyle, "antikor" terimi, antikorlar arzu edilen biyolojik aktiviteyi
gosterdigi surece, aynen poliklonal antikorlarl, aynen monoklonal antikorlar,
antikor fragmanlarm(érnegin, Fab, Fab', F{(ab')2 ve Fv fragmanlarmr}, tek zincirli
Fv (scFv) mutantlar n ] multispesifik antikorlar(, érnegin, en az iki aynen antikordan
dretilen hispesifik antikerlar(] kimerik antikorlar(] begerilestiriimis antikorlarL, insan
antikorlarm(, bir antikorun bir antijen belirleme ksmnUiceren fizyon proteinlerini
ve bir antijen tanma vyeri igeren herhangi bir bagska modifiye edilmis
immunoglobulin molekllunt, kapsar. Bir antikor, siraslyla alfa, delta, epsilon,
gama ve mu olarak ifade edilen bunlarin ag f-zincir sabit alanlar n n kimligine gore,
bes major immiinoglobulin sinifinin: IgA, 1gD, IgE, 1gG ve IgM, veya bunlarin alt-
siniflarindan (izotiplerinden) (drnegin, 1g9G1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgAl ve IgAZ2)
herhangi birinden olabilir. Immiinoglobiilinlerin farkl siniflari farkll ve iyi-bilinen alt-
birim yapfarna ve u¢ boyutlu konfigurasyonlara sahiptir. Antikorlar, ¢iplak olabilir
veya diger molekuillere, ornegin, toksinlere, radyoizotoplara, vb. konjuge edilebilir.

Bir "blcke etme" antikoru veya bir "antagonist” antikor, bunun baglad g Jantijenin,
ornegin, FOLR1'in, biyolojik aktivitesini inhibe eden veya azaltan bir antikordur.
Belirli uygulamalarda, bloke etme antikorlarCveya antagonist antikorlar antijenin
biyolojik aktivitesini kayda deger dlgude veya tamamen inhibe eder. Arzu edilebilir
bir sekilde, biyolojik aktivite, %10, %20, %30, %50, %70, %80, %90, %95 veya
hatta %100 azalt [,
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"Anti-FOLR1 antikoru" veya "FOLR1'I baglayan bir antikor" terimi, antikorun
FOLR1'i hedef almada bir tanisal ve/veya terapotik ajan olarak yararll loldugu bir
sekilde FOLR1'i yeterli afinite ile baglayabilen bir antikoru ifade eder. Bir anti-
FOLR1 antikorunun bir ilgili oimayan FOLR1-olmayan proteini baglama derecesi,
ornegin, bir radyoimmunoanaliz (RIA) ile, olguldigu Uzere antikorun FOLRT'
baglamasnn yaklaslk %10'undan daha azdx. Belirli uygulamalarda, FOLR1
badlayan bir antikor, <1 pM, <100 nM, <10 nM, =1 nM veya =0,1 nM olan bir
ayriima sabitine (Kd) sahiptir. Anti-FOLR1 antikorlarnn érnekleri, teknikte bilinir ve
burada referans ile eklenmis olan US Basvuru Yaymnh No. 2012/0009181'de
aclklanir.

"Antikor fragman " terimi, bir aynen antikorun bir kismin! ifade eder ve bir aynen
antikorun antijenik belirleme dedisken bdlgelerini ifade eder. Antikor fragmanlar n.n
ornekleri, bunlarla sinirll | kalmamak kaydlyla, Fab, Fab', F(ab'), ve Fv
fragmanlarmr] lineer antikorlarr; tek zincirli antikorlarmve antikor fragmanlar ndan

olusturulan multispesifik antikorlar(,ligerir.

Bir "moncklonal antikor”, bir tek antijenik belirleyicinin veya epitopun hayli spesifik
tan masba ve baglamas na dahi edilen bir homojen antikoru popdlasyonunu ifade
eder. Bu, tipik olarak farklC antijenik belirleyicilere kars’ yonlendirilmig farkl™
antikorlar iceren poliklonal antikorlarin tersi durumdur. "Monoklonal antikor” terimi,
hem aynen hem de tam-boy monoklonal antikorlarl) aynl. zamanda antikor
fragmanlarini (6rnedin, Fab, Fab', F(ab')2, Fv), tek zincirli (scFv} mutantlar n ,| bir
antikor k sm ligeren fuzyon proteinlerini ve bir antijen tanima yeri iceren herhangi
bir baska modifiye edilmis imminoglobllin molekilini kapsar. Dahas’)
"monoklonal antikor", bunlarla sinirlCkalmamak kayd(yla, hibridom, faj seleksiyonu,
rekombinant ekspresyon ve transgenik hayvanlar ile olanlarCigeren, ¢ok say(da yol

ile yapan bu tarz antikorlar“ifade eder.

"Epitop" veya "antijenik belirleyici" terimi burada ile degistirilebilir bir sekilde
kullanllin ve bir antijenin bir dzel antikor tarafindan tan nabilen ve spesifik olarak
badlanabilen kisminL ifade eder. Antijen bir polipeptit oldugunda, epitoplar hem
bitisik amino asitlerden hem de bir proteinin tersiyer katlanmasl ile yan yana
getirilen bitisik-olmayan amino asitlerden olusturulabilir. Bitisik amino asitlerden



10

15

20

25

30

20

olusturulan epitoplar tipik olarak, proteini denatlre etme (zerine muhafaza
edilirken, tersiyer katlanma ile olusturulan epitoplar tipik olarak, proteini denature
etme Uzerine kaybedilir. Bir epitop, essiz bir uzaysal konformasyonda tipik olarak

en az 3 ve daha genel olarak, en az 5 veya 8-10 amino asit igerir.

"Baglama afinitesi" genel olarak, bir molekulin (6rnegin, bir antikorun) bir tek
baglama yeri ve bunun baglama partneri (6rnegin, bir antijen) arasmdaki kovalent-
olmayan etkilesimlerin toplammih glcuni ifade eder. Aksi ifade edilmedikge,
burada kullandd g™ sekliyle, "baglama afinitesi", bir baglama ¢iftinin Uyeleri
(6rnedin, antikor ve antijen) aras nda 1:1'lik bir etkilesimi yansitan i¢sel baglama
afinitesini ifade eder. Bir molekilin (X) bunun partneri (Y) i¢in afinitesi genel
olarak, ayrilma sabiti (Ky) ile temsil edilebilir. Afinite, burada tarif edilenleri iceren,
teknikte bilinen yaygn yontemler ile Olgulebilir. DUslk-afiniteli antikorlar genel
olarak, antijeni yavas bir sekilde baglarken ve kolayllkla ayriima egilimindeyken,
yuksek-afiniteli antikorlar genel olarak antijeni daha cabuk baglar ve daha uzun
stire bagll kalma egilimindedir. Baglama afinitesini 6lgmenin, herhangi birinin
mevcut bulusun amagclarUicin kullandabildigi, cesitli yontemleri teknikte bilinir.

Spesifik agklay ¢Luygulamalar, asag da tarif edilir.

Baglama afinitesini ifade etmek i¢in burada kullanidiginda "veya daha iyi", bir
molekil ve bunun baglama partneri arasinda daha guglu bir baglamay “ifade eder.
Burada kullanld|ginda "veya daha iyi", daha kiglk bir say/sal Ky degeri ile temsil
edilen, daha giigll bir baglamay! ifade eder. Ornegin, bir antijen icin "0,6 nM veya
daha iyi" olan bir afiniteye sahip olan bir antikor, antijen icin antikorun baglama
afinitesi, <0,6 nM'dir, yani, 4,59 nM'dr, 0,58 nM'di, 0,57 nM'dIr, vb. veya 0,6
nM’dan daha az olan herhangi bir degerdir.

Burada kullaniddOC sekliyle, "kayda deger olgude benzer" veya "kayda deger
dlcide ayn[ ifadesi, (genel olarak, biri bulusun bir antikoru ile iliskili ve digeri bir
referans/komparatdr antikoru ile iligkili olan) iki saysal deder aras nda benzerligin
yeterli bir sekilde ylksek bir derecesini gosterir, bdylece teknikte uzmanligColan bir
Kisi s0z konusu degerler (ornegin, Kd degerleri) ile Olgulen biyolojik
karakteristiklerin baglam! iginde ¢ok az biyolojik ve/veya istatistiksel anlam! lolan

veya hi¢ biyolojik ve/veya istatistiksel anlaml olmayan iki deger arasindaki fark |
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goz onunde bulunduracaktin So6z konusu iki deger arasindaki fark,
referans/komparatér antikor icin degerin bir fonksiyonu olarak yaklas k %50'den
daha azdim, yaklas k %40'tan daha azdir, yaklas’k %30'dan daha azdr, yaklas k
%20'den daha azd(n veya yaklask %10'dan daha azd(r.

"izole edilmis" bir polipeptit, antikor, polinikleotid, vektdr, hiicre veya bilesim,
dogada bulunmayan bir formda olan bir polipeptittir, antikordur, polintkleotiddir,
vektdrdlr, hiicredir veya bilesimdir. Izole edilmis polipeptitler, antikorlar,
polintkleotidler, vektorler, hiicre veya bilesimler, bunlarin dogada bulunduklarCbir
formda artlk bulunmadiklarl bir dereceye kadar saflastinilmig olanlarlLligerir. Baz |
uygulamalarda, izole edilmis bir antikor, polinikleotid, vektdr, hiicre veya bilesim
kayda deger dlgude saft n.

Burada kullanildigl sekliyle, "kayda deger ol¢ude saf', en az %50 saf (vani,
kontaminantlardan yoksun), en az %90 saf, en az %95 saf, en az %98 saf veya en

az %99 saf olan malzemeyi ifade eder.

Burada kullanlddOsekliyle, "immunokonjugat” veya "konjugat” terimi, bir hicre
baglama ajanma (yani, bir anti-FOLR1 antikoruna veya bunun fragmana) bagl_
bir bilesigini veya bunun bir turevini ifade eder ve asag daki bir jenerik formal ile
tanmlanin: C-L-A, burada C = sitotoksin, L = baglay(@é(ve A = hucre baglama ajan
veya anti-FOLR1 antikoru veya antikor fragmanLl Immiinokonjugatlar ayr ¢a, ters
siradaki jenerik form(l ile de tan milanabilir: A-L-C.

Bir "baglayic/, bir bilesigi, genel olarak bir ilacl, drnedin, bir maytansinoidi, bir
hicre-baglama ajanna, o6rnegin, bir anti FOLR1 antikoruna veya bunun bir
fragmanma bir kararl; kovalent bir sekilde baglayabilen herhangi bir kimyasal
ksmd(r. Baglaylcar, bilesiJin veya antikorun aktif kald g Jkosullarda althda asit-
indikla klevaja, BR-indldkli klevaja, peptidaz-indikli klevaja, esteraz-indukli
klevaja ve disllfit baglCklevaja yatkm veya kayda deger dlclide direngli olabilir.
Uygun baglay(clar teknikte iyi bilinir ve drnegin, disulfit gruplart, tiyoeter gruplarn )
asit labil gruplarl, foto-labil gruplarl, peptidaz labil gruplarlve esteraz labil gruplar
icerir. Baglayidllar ayrica, burada tarif edildigi ve teknikte bilindigi Gzere yuklu
badlay/cilarl ve bunlar n hidrofilik formlarin| da icerir.
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"Kanser" ve "kanserli" terimleri, memelilerde hicrelerin bir poputlasyonunun regiile
edilmemis hucre bliyimesi ile karakterize edildigi fizyolojik kosulu ifade eder veya
tarif eder. Kanserin drnekleri, bunlarla s kalmamak kaydlyla, karsinomu,
lenfomayl] blastomu, sarkomu ve |&semiyi, icerir. Bu tarz kanserlerin daha 6zel
ornekleri, skuamoz hucreli kanseri, kiguk hucreli akciger kanserini, kuguk hucreli-
olmayan akciger kanserini, akcigerin adenokarsinomunu, akcigerin skuamoz
karsinomunu, peritoneumun kanserini, hepatoseliler kanseri, gastrointestinal
kanseri, pankreatik kanseri, gliyoblastomu, servikal kanseri, ovaryan kanseri,
karaciger kanserini, idrar kesesi kanserini, hepatomu, meme kanserini, kolon
kanserini, kolorektal kanseri, endometriyal veya uterin karsinomunu, tkurik bezi
karsinomunu, bdbrek kanserini, karaciger kanserini, prostat kanserini, vulval
kanseri, tiroit kanserini, hepatik karsinomu ve bas ve boyun kanserlerinin ¢esitli

tiplerini icerir.

"Timoér" ve "neoplazm”, benign (kanserli-olmayan) veya pre-kanserli lezyonlar_
iceren maligne (kanserli) olan, asmlChlcre blylmesinden veya proliferasyonundan

kaynaklanan herhangi bir doku kutlesini ifade eder.

"Kanser hucresi”, "tumor hacresi” terimleri ve dilbilgisel es-degerleri, bir tumaérden
veya tumor hicresi populasyonunun y@nmnlligeren hem timorijenik-olmayan
hicreleri hem de tumorijenik kék hucreleri (kanser kdk hicrelerini) igeren, bir pre-
kanserli lezyondan tiretilen hiicrelerin toplam populasyonunu ifade eder. Burada
kullanildidl | sekliyle, "timor hicresi" terimi, bu timdr hicrelerini kanser kok
hicrelerinden ayit etmek ic¢in, vyalnizca, vyenilenme veya farklTasma
kapasitesinden yoksun olan bu timér hucrelerini ifade ederken, "tGmérijenik-

olmayan” terimi ile modifiye edilecektir.

"Sije" terimi, bunlarla smrCkalmamak kaydyla, bir 6zel tedavinin allcsColacak
olan, insanlar?] insan-oclmayan primatlarf, kemirgenleri ve benzerlerini igceren
herhangi bir hayvanl(drnegdin, bir memeliyi) ifade eder. Tipik olarak, "suje" ve
"hasta" terimleri, bir insan sljeye atfen burada birbiri ile degistirilebilir bir sekilde
kullanilin.
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Bir veya birden fazla ilave terapotik ajan "ile kombinasyon halinde" uygulama,

simultane (es-zamanll) ve herhangi bir s radaki siral uygulamay icerir.

"Terapdtik formulasyon™ terimi, etken maddenin biyolojik aktivitesinin etkili
olmasia izin vermek igin bu tarz formda olan ve formulasyonun buna
uygulanacag 1bir suje icin kabul edilemez bir sekilde toksik olan ilave bilesenler

icermeyen bir preparasyonu ifade eder. Bu tarz formilasyon steril olabilir.

Burada aglklandigidzere bir antikorun bir "etkili miktar™, spesifik olarak ifade
edilen bir amacllyerine getirmek igin yeterli bir miktard n. Bir "etkili miktar", ifade

edilen amag ile iliskili olarak, ampirik olarak ve rutin bir sekilde belirlenebilir.

"Terapdtik olarak etkili miktar” terimi, bir antikorun veya bagka ilac.n bir sujede
veya memelide bir hastal § Iveya bozuklugu "tedavi etmek” i¢in etkili olan bir
miktarmnrifade eder. kanser olgusunda, ilacin terapdtik olarak etkili miktarr kanser
hdcrelerinin saysnl]azaltabilir; timér boyutunu kugiltebilir; periferik organlarin
icine kanser hiicresi infiltrasyonunu inhibe edebilir (yani, bir dereceye kadar
yavaslatabilir veya belirli bir uygulamada, durdurulabilir); tOmér metastazhCinhibe
edebilir (yani, bir dereceye kadar yavaslatabilir veya belirli bir uygulamada,
durdurabilir); timdar bayumesini, bir dereceye kadar, inhibe edebilir ve/veya kanser
ile iliskili semptomlarn birini veya birden fazlasinbir dereceye kadar rahatlatabilir.
Bakiniz, buradaki "tedavi etme" tan m_i llacin bliylimeyi énleyebildigi ve/veya var
olan kanser hicrelerini oldirebildigi kadariyla, bu sitostatik ve/veya sitotoksik
olabilir. Belirli uygulamalarda, arttiriimis FOLR1 diizeylerinin tanimlanmasl, daha
yuksek dozajlar ile gorlilen ile ayniiterapotik etkiyi saglamak igin FOLR1'i hedef
alan terapétigin azaltIm(s miktarinin uygulanmasina olanak saglar. Bir "profilaktik
olarak etkili miktar", arzu edilen profilaktik sonucu saglamak igin gerekli olan
dozajlarda ve zaman periyotlarCboyunca etkili bir miktarmCifade eder. Tipik olarak,
ancak zorunlu olmamak kaydlyla, bir profilaktik doz hastallktan O6nce veya
hastallgin erken bir evresinde sijelerde kullanddigindan, profilaktik olarak etkili

miktar terapotik olarak etkili miktara k yasla daha az olacaktx.

"Olumlu bir sekilde yan tl vermek" terimi genel olarak, bir sujede bir yararl Ihale
neden olmayl ifade eder. Kanser tedavisi a¢'s ndan, terim suje uzerinde bir
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terapotik etki saglamay! lifade eder. Kanserde pozitif terapotik etkiler gok say da
yoldan dlgllebilir (Bakiniz, W.A. Weber, J. Nucl. Med. 50:1S-10S (2009)). Ornegin,
timdr blyumesi inhibisyonunun, molekller belirte¢ ekspresyonunun, serum
belirte¢ ekspresyonunun ve molekller gorintileme tekniklerinin tumua bir anti-
kanser terapdtiginin terapdétik etkinligini dederlendirmek icin  kullan(abilir. NCI
standartlarina gore, timor bluylmesi inhibisyonu ag¢ 8 ndan, < %42’lik bir T/C, anti-
timor aktivitesinin minimum didzeyidir. <%10'luk bir T/C'nin, T/C (%) = Tedavi
edilen medyan timér hacmi / Kontroliin medyan tiimor hacmi x 100 ile, yiksek bir

anti-tumor aktivitesi diizeyi oldugu dusinuilur.

Burada kullanld dginda, "etiket" sodzcugu, bir "etiketlenmis" antikor uUretmek
amaclyla antikora dogrudan veya dolayl olarak konjuge edilen bir saptanabilen
bilesigi veya bilesimi ifade eder. Etiket, kendi basina saptanabilen (6rnedin,
radyoizotop etiketler veya fluoresan etiketler) olabilir veya bir enzimatik etiket
durumunda, bir substrat bilesiginin veya bilesimin saptanabilir olan kimyasal

degisimini katalizleyebilir.

Bir "kemoterapoétik ajan”, etki mekanizmmasna baklmaks(zn, kanserin tedavisinde
yararlColan bir kimyasal bilesiktir. Kemoterapdtik ajanlarn s flar bunlarla sihid _
kalmamak kayd(yla, asagdakileri igerir: alkilleme ajanlarl, antimetabolitler, ig zehir
bitki alkaloidleri, sitoksik/anti-timor antibiyotikleri, topoizomeraz inhibitorleri,
antikorlar, foto-duyarl lastrglar ve kinaz inhibitdrleri. Kemoterapétik ajanlar,
"hedeflenmig terapide" ve geleneksel kemoterapide kullan lan bilesikleri igerir.

Terimler, 0Ornedin, "tedavi etme” veya "tedavi” veya "tedavi etmek” veya
"hafifletme” veya "hafifletmek”, hem 1) tan s Jkoyulmus bir patolojik rahats 21 gn
veya bozuklugun semptomlarnO klrleyen, yavaslatan, azaltan ve/veya tansSJ
koyulmus bir patolojik rahatszlgim veya bozuklugun progresyonunu durduran
terapétik tedbirleri hem de 2} bir hedeflenmis patolojik rahatszlgn veya
bozuklugun gelismesini O6nleyen ve/veya yavaslatan profilaktik veya 6&nleyici
tedbirleri ifade eder. Boylelikle, tedaviye ihtiyacUolanlar, halihazirda bozukludu
olanlarl; bozukluga sahip olmaya yatkin olanlar._ve bozuklugu dnlenecek olanlar_
igerir. Belirli uygulamalarda, hasta asagidakilerin birini veya birden fazlasn |

gosterdiginde, bir suje mevcut bulusun ydontemlerine gore kanser i¢in basar |l bir
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sekilde "tedavi edilir": her biri yeni ilaglar n onay! ligin Ulusal Kanser Enstitusu ve
ABD Gida ve llag Kurumu tarafindan ayarlanan standartlar ile élclldiigi tizere,
kasekside azalma, sag kalim suresinde art'g, tumodr progresyonu zaman nda
uzama, tumaor kutlesinde azalma, tumdr yukinde azalma ve/veya tumor metastaz
zamanmda, tumor rekurans tumor yandl) tam vyani, parsiyel vani kararlC
hastallk, progresif hastallk, progresyonsuz sag kalim (PFS), genel sag kalim (OS)
zamanmda bir uzama. Bakinz, Johnson et al., (2003) J. Clin. Oncol. 21(7):1404-
1411.

Aynll zamanda "Tumor Progresyonu Zaman!" (YIP) olarak da ifade edilen
"progresyonsuz sag kalm" (PFS), kanserin blylimedigi tedavi sirasindaki ve
sonrasindaki zaman uzunlugunu gosterir. Progresyonsuz sag kalim, hastalarin bir
tam yan/ta veya bir parsiyel yanita sahip oldugu zaman uzunlugunu ayn| zamanda
hastalarin kararl hastal da sahip oldugu zaman uzunlugunu igerir.

"Hastallks(z sag kalm" (DFS), hastann hastallks(z kald[§tedavi slrasindaki ve

sonrasndaki zaman uzunlugunu ifade eder.

"Genel Sagd Kalm" (OS), naif veya tedavi edilmemis bireylere veya hastalara

kiyasla beklenen yasam suresinde bir uzamay “ifade eder.

Mevcut aglklamada ve istemlerde kullanldigliizere, "bir", "biri" ve "bu" tekil

formlari,i baglam aclk bir sekilde aksini ifade etmedikge, gogul formlari igerir.

Uygulamalar burada "iceren” dili ile tarif edildiginde, "olusan" ve/veya "esas olarak
olusan” terimleri ile tarif edilen diger sekilde benzer olan uygulamalarin da
sagland(@CanlasIm.

Bir ifade, burada 6rnegin, "A vel/veya B", icinde kullan1d g7 ldzere "ve/veya"
teriminin, hem "A ve B"i, "A veya Byi, "A"yChem de "B"yi icermesi amaclanT.
Benzer sekilde, bir ifade, 6rnedin, "A, B ve/veya C", icinde kullanddigC Uzere
"ve/veya" teriminin, asag daki uygulamalaria her birini kapsamasLamaglanire: A, B
ve C, A, BveyaC;, AveyaC, AveyaB;BveyaC; AveC;AveB;BveC, A
(yalnizca); B (yalnizca) ve C (yalnizca).
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Il. Biyolojik ornekler

Biyolojik ornekler sklkla, bir fiksatif ile fikse edilir. Aldehit fiksatifleri, érnegin,
formalin (formaldehit) ve glutaraldehit tipik olarak kullanlr. Diger fiksasyon
teknikleri, ornegin, alkol immersiyonu (Battifora ve Kopinski, J. Histochem.
Cytochem. (1986) 34:1095), kullanlarak fikse edilmis doku &rnekleri de uygundur.
Kullanan ornekler ayriga, parafine de gémulebilir. Bir uygulamada, doku érnekleri
hem formalin ile fikse edilr hem de parafine gdomilir (FFPE). Bir baska
uygulamada, FFPE bloku, FFPE cekirdek o6rnegi igin spesifik alan_l (alanlar.)
segmek amaclyla analiz igin bir veya birden fazla kisml se¢meden once
hematoksilin ve eozin ile boyann Bu partikulat numunelerinden doku bloklar |
hazidramanin yontemleri, ¢esitli prognostik faktorlerin dnceki IHC ¢al smalarinda
kullaniimigtir ve/veya bunlar teknikte uzmanligl lolan kisiler tarafindan iyi bilinir
(bakmiz, ornegin, Abbondanzo et al., Am J Clin Pathol. 1990 May;93(5):698-702;
Allred et al., Arch Surg. 1990 Jan;125(1):107-13).

Ozet olarak, herhangi bir aynen organ veya doku makul bir sekilde klgik
parcalara kesilebilir ve doku "fikse edilene" kadar c¢esitlilik gdsteren zaman
periyotlarCiboyunca cesitli fiksatifler (0rnegin, formalin, alkol, vb.) i¢cinde inkube
edilebilir. Ornekler, viicuttan cerrahi olarak ¢kar lan neredeyse herhangi bir aynen
doku olabilir. Ornekler, histopatoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullan lan
ekipmana uyan makul bir sekilde kli¢lk parcaya (parcalara) kesilebilir. Kesilen
parcalarin boyutu tipik olarak, bir kag milimetre ila bir kag santimetre aralig mdadir.

lll: Saptama Antikoru Konjugatlar(

Mevcut bulus ilaveten, bir saptama antikoru konjugatJolusturmak icin en az bir
ajana baglOolan, FOLR1'e kargl, genel olarak monoklonal tipte olan, antikorlar
saglar. Tansal olarak antikor molekullerinin etkinligini artttmak amacyla, bunu en
az bir arzu edilen molekile veya kisma baglamak veya kovalent olarak baglama
veya bununla kompleks haline getirmek gelenekseldir. Bu tarz bir molekil veya
kisim, bunlarla sin dl kalmamak kayd yla, en az bir raportdér molekull, olabilir. Bir
raportér molekul, bir analiz kullanilarak saptanabilen herhangi bir kisim olarak
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tan mlanir. Antikorlara konjuge edilmis raportor molekullerin s ni'rlay ¢ -olmayan
drnekleri, enzimleri, radyoaktif-etiketleri, haptenleri, flioresan etiketleri, fosforesan
moleklleri, kemiliminesan molekulleri, kromoforlar, liminesan molekilleri, foto-

afinite molekillerini, renkli parcac klar _vefveya ligandlar_) drnegin, biyotini, icerir.

Yeterli selektivitesi, 6zgullligu veya afinitesi olan herhangi bir hiicre baglama ajan_
(6rnegin, bir antikor veya polipeptit} FOLR1 polipeptidinin saptanmasCicin temel
olarak kullanfabilir. Bu tarz 6zellikler, teknikte uzmanlg Jolan kigiler tarafindan
bilinen geleneksel imminolojik tarama metodolojisi kullanMarak degerlendirilebilir.
Kanonik antijen baglama yerlerine ek olarak, antikor molekili iginde biyolojik aktif
molekdlleri baglamak i¢in yerler, antijeni baglayabilen dedisken alan iginde yer
alan yerleri igerir. Buna ek olarak, degisken alan kendiliginden antikor baglamaya
(Kang et al., 1988) dahil edilir ve anti-antikorlar tarafindan taninan epitoplar |
(idiyotoplarl) icerir (Kohler et al., 1989).

Protein baglama (érnegin, antikor) konjugatlarinin belirli érnekleri, protein baglama
ajannmn (6rnegin, antikorun) bir saptanabilen etikete bagland(JU konjugatlard .
"Saptanabilen etiketler", bunlarin spesifik fonksiyonel &zelliklerinden ve/veya
kimyasal karakteristiklerinden dolayJ] saptanabilen bilesiklerdir ve/veya
elemanlard(r, bunlarin kullanlimas(] bunlarif eklendigi antikorun saptanmasna

ve/veya arzu edildiginde ilaveten kantifiye edilmesine olanak saglar.

Cok saylda uygun goruntileme ajani, bunlarin antikorlara eklenmesi igin
yéntemlerin oldugu gibi, teknikte bilinir (bakiniz, drnegdin, her biri burada referans
ile eklenmis olan U.S. Pat. No. 5,021,236, 4,938,948; ve 4,472,509). KullanTan
goruntileme kismlarl] &rnedin, paramanyetik iyonlar; radyoaktif izotoplar;
florokromlar, NMR ile saptanabilen maddeler ve/veya X-$ T _gorantlleme, olabilir.

Protein baglama (6rnegdin, antikor) konjugatlarColarak kullanimasJigin tasarlanan
emsal flioresan etiketler, 6rnegin, Alexa 350, Alexa 430, Alexa 488, AMCA,
BODIPY 630/650, BODIPY ©650/665, BODIPY-FL, BODIPY-R6G, BODIPY-TMR,
BODIPY-TRX, Cascade Blue, Cy3, Cy56-FAM, Dylight 488, Floresin
izotiyosiyanat, Yesil fllloresan protein (GFP), HEX, 6-JOE, Oregon Green 488,
Oregon Green 500, Oregon Green 514, Pacific Blue, Fikoeritrin, REG, Rhodamine
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Green, Rhodamine Red, tetrametil rodamin (TMR), Renographin, ROX, TAMRA,
TET, Tetrametilrodamin, Texas Red ve bu etiketlerin tlrevlerini (yani,
halojenlenmis analoglarinl konjuge etmek igin izotiyosiyanat veya bagka baglay ¢ 1

ile modifiye edilmis hallerini, vb.), icerir. Bir emsal, radyoaktif-etiket, trityumdur.

Mevcut bulusta tasarlanan protein baglama (6rnegin, antikor) saptama
konjugatlar(; in vitro kullanmn igin olanlarOigerir, burada antikor bir sekonder
baglama ligandha ve/veya bir kromojenik substrat ile temas Gzerine bir renkli triin
Uretecek olan bir enzime (bir enzim etiketine) bagldm. Uygun enzimlerin érnekleri
Ureazl, alkalin fosfatazl (yaban turpu) hidrojen peroksidazl! ve/veya glukoz
oksidaz! igerir. Tercih edilen sekonder baglama ligandlar , biyotindir ve/veya avidin
ve streptavidin bilesikleridir. Bu tarz etiketlerin kullan Imas ,Iteknikte uzmanlidl blan
Kisiler tarafindan iyi bilinir ve ornegin, U.S. Pat. No.
3,817,837; 3,850,752; 3,939,350; 3,996,345; 4,277,437, 4,275,149 ve 4,366,241'd

e tarif edilir.

Azido gruplarUiceren moleklller ayri¢a, disuk yodunluklu ultraviyole Sk ile
uretilen reaktif nitren ara Urinleri yoluyla proteinlere kovalent baglar olusturmak
icin de kullan(labilir (Potter & Haley, 1983). Ozel olarak, plrin nikleotidlerinin 2- ve
8-azido analoglarl,) ham hicre ekstraktlarCiginde nukleotid baglama proteinlerini
tanlamak igin yere yonlendiriimis foto-problar olarak kullanimigtr (Owens &
Haley, 1987; Atherton et al., 1985). 2- ve 8-azido nikleotidleri ayr ¢a, saflast nlm g
proteinlerin nikleotid baglama alanlar ni haritalamak igin de kullaniimigtir (Khatoon
et al., 1989; King et al., 1989 ve Dholakia et al., 1989) ve antikor baglama ajanlar |
olarak da kullanflabilir.

Bir antikorun bunun konjugat kBmma eklenmesi veya konjugasyonu igin teknikte
bir kag yontem bilinir. BazOeklenme yontemleri, ornedin, bir organik selatlama
ajan;  ornegin, bir dietilentriaminpentaasetik  asit anhidrit  (DTPA);
etilentriamintetraasetik asit; N-kloro-p-toliensuilfonamid ve/veya antikora eklenmis
tetrakloro-3a-6a-difenilglikolril-3, kullanlan bir metal selat kompleksinin
kullanlmasinLligerir (her biri burada referans ile eklenmis olan U.S. Pat. No.
4,472,509 ve 4,938,948). Monoklonal antikorlar ayrica, bir kuplaj ajani, érnegin,
glutaraldehit veya periodat, varliginda bir enzim ile de reaksiyona sokulabilir.
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Floresin belirtegleri olan protein baglama (ornegin, antikor} konjugatlar! bu kuplaj
ajanlarinin varl §inda veya bir izotiyosiyanat ile reaksiyon ile haz dann. U.S. Pat.
No. 4,938,948'de drnedin, meme tiimdrlerini goriintiileme, monoklonal antikorlar
kullanllarak basarlin ve saptanabilen goruntileme k3 Inlar _Jbaglayclar, érnegin,
metil-p-hidroksibenzimidat  veya  N-slksinimidil-3-(4-hidroksifenil)-propiyonat,

kullanlarak antikora baglan .

Antikor birlestirme vyerini degistirmeyen reaksiyon kosullarC kullanfarak bir
immunoglobulinin Fc bdlgesine siilfidril gruplarinOselektif bir gsekilde uygulama ile
immiinogloblilinlerin tlrevlendiriimesi tasarlanir. Bu metodolojiye gore (retilen
antikor konjugatlari, iyilestirilmis uzun-omurlaligy, ozgulligl ve duyarllig |
gostermek i¢in acglklanin (burada referans ile eklenmis olan U.S. Pat. No.
5,196,066). Efektor veya raportdr molekullerin yere-spesifik eklenmesi, burada
raportor veya efektdr molekul F¢ bélgesi icindeki bir karbonhidrat rezidusune

konjuge edilir, de literaturde a¢ Klanmi$t 1 (O'Shannessy et al., 1987).

immiinoglobiilinler niiklidler, drnegin, tritiyum, ile radyoaktif olarak etiketlenebilir.
Nano-altn parcac Klar_(érnedin, yaklask 0,5 nm-40 nm'lik boyutlardaki) ve/veya
Quantum Dots (Hayward, Calif) da kullan(Ir.

IV. Enzimler ve Substratlar (Kromojenler)

Substratlar n ve indikatérlerin kullaniimasl, 6érnegin, mesela, agsag/da saglanan
emsal uygulamalar, FOLR1'i saptanmasi lgin tasarlan r.

Yaban turpu peroksidaz 1(HRP), ilk olarak hidrojen peroksit ile bir kompleks
olusturan ve akabinde bunun su ve atomik oksijen ile sonuglanarak
parcalanmasha neden olan bir enzimdir. Cok sayida diger enzim gibi, HRP ve
baz[OHRP-benzeri aktiviteler fazla miktarda substrat ile inhibe edilebilir. HRP ve
fazla miktarda hidrojen peroksit arasinda olusturulan kompleks katalitik olarak
inaktiftir ve bir elektron dondri (drnedin, kromojenik madde) yoklugunda, geri
donUsumslz bir sekilde inhibe edilir. Bu fazla miktarda hidrojen peroksittir ve
endojen HRP aktivitelerinin sondurlimesine neden olan bir elektron donoru

yoklugudur.
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Analiz sistemlerinde kullan Id § nda, HRP ayrica, tan mlanmig bir substrat/ bunun
aktive edilmis kromojenine donigtlirmek, boylece bir renk degisimine neden olmak
icin de kullanlabilir. HRP enzimi bir antikora, proteine, peptide, polimere veya
baska molekile ¢ok sayda yontem ile konjuge edilebilir. Bu tarz yontemler
teknikte bilinir. Glutaraldehidi HRP ve antikor kargmlliceren bir ¢ozeltiye ekleme,
enzime kyasla birbirine konjuge edilmis olan daha fazla antikor molekdll ile
sonuclanacakt . iki-ad Tl Jprosediirde, HRP ilk olarak bifonksiyonel reaktifler ile
reaksiyona girer. ikinci evrede, yaln zca aktive edilmis HRP, antikor ile karstT1Ir,
bu cok daha etkili etiketleme ve polimerizasyon olmamasllile sonuglanir. HRP
ayrica, iki-evreli glutaraldehit prosediriu kullanilarak (strept)avidine de konjuge
edilir. Bu form, 6rnegin, LAB' n ve LSAB'In substrat oldugu prosedurlerde kullan lir.
Bunun HRP enziminin epsilonamino gruplar lile reaksiyona sokulmasindan once,
biyotinin ilk olarak biyotinil-N-hidroksistksinimid estere veya biyotin hidrazide

turevlendirilmesi gerektiginden, biyotin ile konjugasyon ayr<a iki adim igerir.

3,3-Diaminobenzidin (DAB), enzimler, drnegin, alkol veya baska organik ¢oziiculer
icinde yUksek bir derecede ¢ozinmeyen bir kahverengi renkte son uran uUreten,
HRP, icin bir substrattr. DAB'[m oksidasyonu ayrga, polimerizasyona da neden
olur, bu osmiyum tetroksit ile reaksiyona girme ve bdylece bunun boyama
yogunlugunu ve elektron dansitesini (yogunlugunu) arttirma, yetisi ile sonuglanT.
Polimerize edilmis DAB' n optik dansitesini yodunlagtirmak igin kullan lan bir kag
metalden ve ydntemden, gimiis silfit ile kombinasyon halinde alt n kloriiriin en
basarll oldugu goralar.

3-Amino-9-etilkarbazol (AEC), enzimler, o6rnegin, HRP, igin bir substrattn.
Oksidasyon Uuzerine, alkolde ¢odzunebilen bir gul-kfmz3O renkte son urin
olusturur. Bundan dolay’]] AEC ile islenmis numunelerin alkole veya alkolik
cozeltilere (6rnegin, Harris hematoksilinine) daldmImasCOgerekmez. Bunun yerine,
bir sulu karsZboyama ve gémme vasatC kullanTmaldr. AEC ne yaz(k ki ilave
oksidasyona vyatkindi ve fazla miktarda [sida maruz kald ginda, yogunluk

aclslindan solacakt n. Bundan dolayl, karanl kta saklanmasLtavsiye edilir.
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4-Kloro-1-naftol (CN), enzimler, érnegin, HRP, i¢in bir substrattin ve bir mavi renkte
son urtin olarak ¢oker. CN alkol ve diger organik ¢oziicller icinde ¢ézindiginden,
numunenin dehidrate edilmesi, alkaolik kargl-boyamalara maruz birak Imas Iveya
organik c¢ozuculer iceren gdmme vasatlarC ile lamel ile ortulmesi gerekmez.
DAB'den farklblarak, CN ¢okelme yerinden difize olma egilimindedir.

p-Fenilendiamin  dihidroklortr/pirokatekol (Hanker-Yates reaktifi), enzimler,
6rnegin, HRP, igin bir elektron dondr substratidi® ve alkol ve diger organik
¢ozlculer iginde ¢dzliinmeyen bir mavi-siyah reaksiyon UrinU verir. Polimerize
edilmis DAB'vye benzer olarak, bu reaksiyon 0rinl osmike edilebilir. Cesitlilik
gdsteren sonuglar, immunoperoksidaz tekniklerinde Hanker-Yates reaktifi ile
basar/lmigtir.

Buzadl ince bag rsak alkalin fosfatazl (AP) (molekuler agrl k 100 kD), P-0 bagin |
kirma ile organik esterlerden fosfat gruplarir(hidroliz ile) uzaklastiran ve transfer
eden bir enzimdir; 6zet olarak, bir ara Grin enzim-substrat bagolusturulur. AP igin

sef metal aktivatorleri, Mg++, Mn++ ve Ca++'dir.

AP, etiketlenmemis alkalin fosfataz anti-alkalin fosfataz (APAAP) prosedirinin
yaymlamasna kadar, immunohistokimyada kapsamlCbir sekilde kullanTmamI(gtim.
Bu prosedirde yararlanTan ¢ozunebilen immun kompleksleri yaklask olarak 560
kD olan molekiiler aginiklara sahiptir. PAP tekniklerine kyasla APAAP
proseddrinin majér avantajl, endojen peroksidaz aktivitesinden kaynaklanan
mudahalenin olmamasidin. PAP boyamas! Uzerinde endojen peroksidaz
aktivitesinin potansiyel dagiimasindan dolayl, APAAP teknik, kan ve kemik iligi
smearlerinde kullanImasCigin tavsiye edilir. Kemik, bobrek, karaciger ve baz kan
hacrelerinden endojen alkalin fosfataz aktivitesi, 5 mM’'m daha etkili oldugunun
bulunmus olmasmna ragmen, substrat ¢ozeltisine 1 mM levamisol eklenmesi ile
inhibe edilebilir. intestinal alkalin fosfatazlar, levamisol ile yeterli bir sekilde inhibe

edilmez.

Imminoalkalin fosfataz boyama yb&nteminde, enzim naftol fosfat esterleri
(substrat )} fenolik bilesiklere ve fosfatlara hidrolize eder. Fenoller, ¢ézliinmeyen,

renkli azo boyalar IUretmek i¢in renksiz diazonyum tuzlarina (kromojene) kuple
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edilir. Substratlarin ve kromojenlerin bir kag¢ farkl | kombinasyonu basarlll | bir

sekilde kullan/imaktadin.

Naftol AS-MX fosfat, bunun asit formuna veya sodyum tuzu olarak kullanIabilir.
Kromojenler Fast Red TR ve Fast Blue BB, sifasyla bir parlak kifrmzLCveya mavi
renkte son urun uretir. Her ikisi de alkolik ve diger organik c¢ozuculer iginde
¢ozlnebilir, boylece sulu gdmme vasatlarmm kullan TmasOgerekir. Fast Red TR,

boyama htcreleri smearler oldugunda, tercih edilir.

ilave emsal substratlar, naftol AS-BI fosfatl, naftol AS-TR fosfat_Ive 5-bromo-4-
kloro-3-indoksil fosfatl (BCIP) igerir. Diger olas| kromojenler, ornegin, Fast Red LB,
Fast Garnet GBC, Nitro Blue Tetrazolium (NBT) iyodonitrotetrazolyum Violet (INT)
ve yapllarin turevlerini, igerir.

V. immiinosaptama Yontemleri

Mevcut bulus, biyolojik bilesenleri, drnegin mevcut bulusg ile tasarlandigOizere bir
ligand() baglamak, saflastimak, uzaklastimak, kantifiye etmek ve/veya baska
durumda genel olarak saptamak i¢in immuno-saptama yéntemleri ile ilgilidir.
Mevcut bulusa uygun sekilde hazdlanan antikorlar, dogal-tip ve/veya mutant ligand
proteinleri, polipeptitleri ve/veya peptitleri saptamak i¢in kullaniabilir. Mevcut
basvuru boyunca tarif edildigi Uzere, dogal-tip ve/veya mutant ligand spesifik
antikorlarin kullan Imas! tasarlanir. Bazl immiino-saptama yéntemleri, bir kag ndan
bahsetmek gerekirse, ak g sitometrisini, enzime bagl bagigklik analizini (ELIZA),
radyo-immunoanalizi (RIA)}, immuino-radyometrik analizi, floroimminoanalizi,
kemiliminesans analizi, biyoliminesans analizi ve Western blot'_] igerir. Cesitli
yararlOd immuno-saptama yontemlerinin admlarl, bilimsel literatlrde, mesela,
ornegin, Doolittle M H ve Ben-Zeev O, Methods Mol Biol. 1999;109:215-37; Gulbis
B ve Galand P, Hum Pathol. 1993 Dec;24(12):1271-85 ve De Jager R et al.,
Semin Nucl Med. 1993 Apr;23(2):165 -79, kaynaklarmda, tarif edilmistir.

Genel olarak, immino-baglama yontemleri ligand proteinini, polipeptidini ve/veya
peptidini icerdiginden slphelenilen bir 6rnek elde etmeyi ve ©Ornedi, durumuna
gore, immuno-kompleksler olusmas na izin vermek i¢in etkili olan kosullar alt nda,
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bir birinci ligand baglama peptidi (6rnegin, bir anti-ligand antikoru) ile temas

ettirmeyi icerir.

Antiien saptama ag¢lsindan, doku orneklerinin veya ekstraktlarmib tercih
edilmesine ragmen, analiz edilen biyolojik 6érnek bir dogal-tip veya mutant ligand
protein-spesifik antijen icerdiginden suphelenilen herhangi bir orek, ornegin, bir
doku kesiti veya numune, bir homojenize edilmis doku ekstraktl, biyopsi aspiratlarl)
bir hucre, yukarlda dogal-tip veya mutant FOLR1-igceren bilesimlerin herhangi
birinin ayrIm3 ve/veya saflastiiim$ formlarOveya hatta kanOve/veya serumu

iceren, doku ile temas eden hale gelen herhangi bir biyolojik sivi,olabilir.

Secilen biyolojik 0Ornedi immun kompleksler (primer immun kompleksler)
olusmasina izin vermek i¢in etkili kosullar altinda ve yeterli bir zaman periyodu
boyunca antikor ile temas ettirme genel olarak, antikor bilesimini érnede basit bir
sekilde ekleme ve kar[gsmT, antikorlarm mevcut herhangi bir ligand proteini antijeni
ile immdn kompleksler olusturmas’] yani mevcut herhangi bir ligand proteini
antijenini baglamas( i¢in yeterli uzunluktaki bir zaman periyodu boyunca inkibe
etme meselesidir. Bu sureden sonra, ornek-antikor bilesimi, 6érnegin, doku kesiti,
ELIZA plakas() nokta blot veya western blot, genel olarak spesifik olmayan bir
sekilde baglllolan herhangi bir antikor turunt uzaklastimak, bdylece yalnzca
primer immun kompleksler ile spesifik olarak baglolan antikorlarn saptanmasna

olanak sadlamak igin, y kanacakt n.

Genel olarak, immuno-kompleks olusumunun saptanmas teknikte iyi bilinir ve ¢ok
saylda yaklas/mn uygulanmasl yoluyla basar(labilir. Bu yontemler genel olarak, bir
etiketin veya belirtecin, ornegdin, radyo-aktif, floresan, biyolojik veya enzimatik
etiketlerin herhangi birinin, saptanmasa dayan(r. Bu tarz etiketlerin kullanImas’
ile ilgili U.S. Patentleri, U.S. Pat. No.
3,817,837; 3,850,752; 3,939,350, 3,996,345; 4,277,437; 4,275,149 ve 4,366,241’i

icerir. Elbette, bir kisi, teknikte bilindigi Gzere, bir sekonder baglama ligandinn,
drnegin, bir sekonder antikorun ve/veya bir biyotin/avidin ligand baglama

dlzenlemesinin kullanumasLile ilave avantajlar bulabilir.
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Saptamada kullanilan anti-ligand antikorunun kendisi, bir saptanabilen etikete
baglanabilir, burada akabinde, bir kisi bu etiketi kolayl kla saptayabilir, bdylece
bilesim iginde primer immin komplekslerin miktarinin belirlenmesine olanak
saglayabilir. Alternatif olarak, primer immun kompleksler ile badlUhale gelen birinci
antikor, antikor igin baglama afinitesine sahip olan bir ikinci baglama ajan_
vas(iaslyla saptanabilir. Bu durumlarda, ikinci baglama ajanC bir saptanabilen
etikete baglanabilir. Ikinci baglama ajanmb kendisi sklkla bir antikordur, bdylelikle
bu bir "sekonder" antikor veya bir polimer saptama sistemi olarak adland Tilabilir.
Primer immun kompleksler, sekonder immin komplekslerin olusmasna izin
vermek icin etkili kosullar altinda ve yeterli bir zaman periyodu boyunca,
etiketlenmis, sekonder baglama ajan Iveya antikor/polimer saptama sistemi ile
temas ettirilir. Sekonder immun kompleksler akabinde genel olarak spesifik-
olmayan bir sekilde bagll olan herhangi bir etiketlenmis sekonder antikoru veya
ligand! uzaklastinmak i¢in ylkanir ve akabinde, sekonder immun kompleksler icinde

kalan etiket saptanT.

llave ydéntemler, bir iki-admlZJ yaklasim ile primer immiin komplekslerin
saptanmasnUicerir. Antikor icin badlama afinitesine sahip olan bir ikinci baglama
ajan;) drnedin, bir antikor, yukarida tanf edildigi Ozere, sekonder immun
kompleksler olusturmak ic¢in kullan1ln. Ykamadan sonra, sekonder immun
kompleksler, yine immun kompleksler (tersiyer immuan kompleksler) olusmasina
izin vermek igin etkili kosullar altinda ve yeterli bir zaman periyodu boyunca, ikinci
antikor igin baglama afinitesine sahip olan bir l¢lincl baglama ajani veya antikoru
ile temas ettirilir. Uglincli ligand veya antikor, bir saptanabilen etikete baglanir,
bdylece bu sekilde clusturulan tersiyer immin komplekslerin saptanmasina olanak

saglar. Bu sistem, arzu edildiginde, sinyal amplifikasyonu saglayabilir.

Bir biyotinlenmis monoklonal veya poliklonal antikor, hedef antijeni (antijenleri}
saptamak icin kullanTabilir ve akabinde bir ikinci adim antikoru kompleks haline
getirilmis biyotine eklenmis biyotini saptamak icin kullanTr. Bu ydntemde, test
edilecek olan 6rnek ilk olarak, birinci adm antikorunu iceren bir ¢ozelti icinde
inkibe edilir. Hedef antijen mevecut oldugunda, antikorlarn bazllarl bir
biyotinlenmis antikor/antijen kompleksi olusturmak i¢in antijeni baglar. Akabinde,
antikor/antijen kompleksi, her bir adimda antikor/antijen kompleksine ilave biyotin
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yerleri ekleme ile, siras yla streptavidin (veya avidin), biyotinlenmis DNA ve/veya
komplementer biyotinlenmis DNA c¢ozeltileri icinde inklUbasyon ile c¢ogalt lin.
Amplifikasyon adimlarl,] uygun bir amplifikasyon dizeyi elde edilene kadar tekrar
edilir, bu noktada dérnek biyotine kars_Jikinci adm antikorunu iceren bir ¢ozelti
iginde inkObe edilir. Bu ikinci adin antikoru, ornedin, bir kromojen substratC
kullanarak hitoenzimoloji ile antikor/antijen kompleksinin varl§n_saptamak icin
kullanfan bir enzim ile oldugu sekilde, etiketlenir. Uygun amplifikasyon ile,
makroskopik olarak gorilebilen, bir protein baglama (6rnegin, antikor) konjugat[

Uretilebilir.

immiino-saptaman n bir baska bilinen ydntemi, immiino-PCR (Poilmeraz Zincir
Reaksiyonu} metodolojisinden avantaj saglar. PCR yontemi, antikoru salan bir
dislk pH'lII  vevya yuksek tuzlu tampon ile ylKanan bir
DNA/biyotin/streptavidin/fantikor kompleksi kullanin. Elde edilen ylkama ¢ozeltisi
akabinde uygun kontroller ile uygun primerler ile bir PCR reaksiyonunu
gerceklestirmek icin kullandr. PCR'm muazzam amplifikasyon kapasitesinden ve
ozgulliglinden bir tek antijen molekulinta saptamak igin yararlaniabilir. Bu tarz
saptama, gergek-zamanlColarak gerceklesebilir. Ornegin, kantitatif gercek-zaman|Z
PCR kullanImastasarlan(p.

Cesitli hastalk formlar_Jolan hastalari klinik tanismda ve/veya izlenmesinde, bir
FOLR1 mutantinin saptanmasl ve/veya bir normal stjeden elde edilen bir kars Ik
gelen biyolojik &rnek icindeki diizeylere kiyasla, FOLR1'In diizeylerindeki bir
dedisim hastal/kll ibir hastanin gdstergesidir. Bununla birlikte, teknikte uzmanl § |
olan kisiler tarafindan bilindigi Uzere, bu tarz bir klinik tanmin izolasyondaki bu
yonteme gore yaplmaslzorunlu olmayacaktr. Teknikte uzmanligOolan kisiler,
biyo-belirteclerin, bir pozitif tanmlamayl temsil eden, tiplerindeki ve/veya
miktarlarimdaki anlamlO farkllklarC ve/veya biyo-belirteclerin  dustk duzeyini
velveya arka-plan degisimlerini ayit etmeye gayet asinadr. Gercekte, arka-plana
ekspresyon dlzeyleri s RIRla, bunun Ustline arttimlm$ saptaman(n anlamlDve/veya

pozitif olarak skorlanacag _bir "kesim-degeri” olusturmak igin kullanr.

Bir uygulamada, FOLR1'in (immdnohistokimya ile) immunolojik saptamas!,l hem
yogunluk hem de tekduzelik (boyanmis hucrelerin yuzdesi-yalnizca membran) igin
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skorlanir. Yogunluk igin FOLR1 ekspresyonu igin kargllagtirmall olgekler, O -
Negatif, 0-1 - Cok ZayIf, 1 - Zay f, 1-2 - Zaylfiila Orta, 2 - Orta, 2-3 - Orta ila Gigli,
3 - Gucli seklinde koreledir. Kantitatif olarak, Skor 0, timor hilicrelerin membran
boyamasnn gozlenmemesini temsil eder. Bir Skor 1, timér hicrelerin bir ¢ok
klguk/zar zor alglanabilen membran boyamasmh_temsil eder. Skor 2 igin, timoér
hicrelerinde bir orta-dlizeyde membran boyamas( gézlenir. Son olarak, Skor 3
veya 3+, tumor hlcrelerin bir orta- ila gucli-diizeyde membran boyamashtemsil
eder. FOLR1 ekspresyonu icin 0'l'kK veya 1'lik skoru olan érnekleri, FOLR1'i asfd
eksprese etmedigi seklinde karakterize edilebilirken, 2'lik veya 3'lik skoru olan
drnekleri FOLR1'i agirideksprese ettigi seklinde karakterize edilebilir. FOLR1'i ag n4
eksprese eden ornekler ayrica, her bir hlcre icin eksprese edilen FOLR1
molekullerinin kopyalarinin say 8 na kars/lik gelen immunohistokimyasal skorlar! |
ile de derecelendirilebilir ve biyokimyasal olarak belirlenebilmistir: 0=0-10.000
kopya/hucre, 1=en az yaklaslk 200.000 kopya/hucre, 2=en az yaklas/k 500.000
kopya/hucre ve 3=en az yaklas kK 2.000.000 kopya/htcre. FOLR1 hucre membran
boyama tekduzeligi yuzdesi kars ITast rmal ZOlcekler agagdaki sekilde koreledir: O -
Negatif, Fokal - <%25, heterojen (hetero) - %25-75 ve homojen (homo) - >%75.

VL. Niikleik Asit Hibridizasyonu

In situ hibridizasyon genel olarak, lamlara fikse edilmis hiicreler veya doku kesitleri
(izerinde gerceklestirilir. In situ hibridizasyon, bir kag geleneksel metodoloji ile
gerceklestirilebilir (Bakiniz, dérnegin, Leitch et al., In situ Hybridization: a practical
guide, Oxford BIOS Scientific Publishers, Microscopy handbooks v. 27 (1294)). Bir
in situ prosedirde, flloresan boyalar (ornegin, bir Argon iyon lazeri ile
uyarldignda yesil flioresan $n yayan floresin izotiyosiyanat (FITC)) hlcre iginde
bir hedef nukleotid dizisine komplementer olan bir nikleik asit dizisini etiketlemek
icin kullandr. Hedef nikleotid dizisini iceren her bir hucre, etiketlenmis probu
baglayacaktT, bdylece hicrelerin kullandan spesifik florokromun eksitasyonu igin
uygun bir dalga boyundaki bir [k kaynagha maruziyeti Uzerine bir flioresan

sinyal Uretecektir.

Hibridizasyon sertliginin gesitli dereceleri kullanilabilir. Hibridizasyon kosullar| daha
sert hale geldik¢e, bir kararll dubleksi olusturmak ve idame ettirmek i¢in prob ve
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hedef arasnda daha buyuk bir tamamlayic/lik derecesi gerekecektir. Sertlik
sicakllgl  arttirma, tuz  konsantrasyonunu  disurme veya formamid
konsantrasyonunu ylkseltme ile arttrilin. Dekstran sulfat ekleme veya bunun
konsantrasyonunu yiUkseltme ayrica, hibridizasyon oranmC ve nihai sinyal
yogunlugunu arttfmak igin etiketlenmis probun etkili konsantrasyonunu da
arttmabilir. Hibridizasyondan sonra, lamlar genel olarak hibridizasyon c¢ozeltisi
iginde bulunanlara benzer reaktifler igeren bir ¢ozelti icinde gerekli olan sertlige
baglC olarak dakikalar ila saatler arasinda cesitlilik gdsteren ykama zaman Jile
ykan(r. Daha uzun veya daha sert ylkamalar tipik olarak, spesifik-olmayan arka-

planL diisirir, ancak toplam duyarllig distirme riskini ortaya koyar.

Nukleik hibridizasyon analizinde kullanlan problar, RNA veya DNA
oligonUkleotidleri veya polinukleotidleri olabilir ve vyalnizca dogal-olusumu
nukleotidler dedil ayn! zamanda bunlarin analoglar ni', 6rnegin, digoksigenin dCTP,
biyotin dcTP 7-azaguanozin, azidotimidin, inozin veya uridin, de icerebilir. Diger
yararlOproblar, drnegin, peptit problarim_ve bunlarim analoglarml,] dallanmis gen

DNA's(, peptidomimetikleri, peptit nikleik asidini {(PNA) ve/veya antikorlar_Jigerir.

olmaldm, bdylece hedef nikleik asit dizisi ve prob arasinda kararl[lve spesifik
baglama gergeklesir. KararlJhibridizasyon igin gerekli olan homoloji derecesi,
hibridizasyon vasatinin ve/veya ylkkama vasatinin sertligi ile gesitlilik gosterir.
Tercihen, tamamen homolog problar mevcut bulusta kullanilir, ancak teknikte
uzmanlig! olan kisiler daha az ancak yeterli homoloji gdsteren problar n mevcut
bulusta kullanTabilecedini kolayl Rla anlayacaktm (bakm(z, drnegin, Sambrook, J.,
Fritsch, E. F., Maniatis, T., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press, {1989)).

Problar ayriga, dretilebilir ve bunlarla stHdJ kalmamak kaydiyla, in situ
hibridizasyon, somatik hiicre hibrit panelleri veya ayrim(s kromozomlar benek
blotlarUile haritalamay( kromozomal badlantJanalizini, iceren bir kag arag ile
segilebilir veya insan hicre hatlarindan veya insan kromozomlarLigeren somatik
hicre hibritlerinden ayrIm'g kromozom kutlphanelerinden, radyasyon somatik

hacre hibritlerinden, bir kromozom bdlgesinin mikro-disseksiyonundan veya bir
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bitisik YAC klonu gibi essiz bir kromozom lokusu veya baska uyun araglar igin
spesifik PCR primerleri ile tanmlanmg maya vyapay kromozomlar ndan
(YAC'lardan) klonlanabilir veya izole edilebilir. Problar bir plazmid, kozmid, YAC;
Bakteriyel Yapay Kromozomlar (BAC'ar), viral vektdr veya herhangi bir baska
uygun vektor icine klonlanmis genomik DNA, cDNA veya RNA olabilir. Problar
geleneksel yontemler ile klonlanabilir veya sentezlenebilir. Klonland g nda, izole
edilmis prob nukleik asit fragmanlarJtipik olarak, bir vektér, érnegin, lamda faj’)
pBR322, M13 veya SP6 veya T7 promotoru iceren vektdrler icine yerlestirilir ve bir
bakteriyel konak iginde bir kitiphane olarak klonlani [Bakmz, &rnegdin,
Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T., Molecular Cloning A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, (1989)).

Problar tercihen, mesela, 6rnegin, bir florofor, ile etiketlenir. Floroforlar n érnekleri,
bunlarla s nirl lkalmamak kaydlyla, nadir toprak selatlar n I(6ropiyum selatlarinl),
Texas Red'i, rodamini, floresini, dansili, Lissamine'i, umbelliferonu, fikoeritrini,
fikosiyanini veya piyasada sat1an floroforlar() érnegin, SPECTRUM ORANGE™ ve
SPECTRUM GREEN™ ve/veya yukaridakilerin herhangi birinin veya birden
fazlasmn tdrevlerini, icerir. Analizde kullanlan ¢oklu problar, birden fazla ayrt
edilebilir flioresan veya pigment renk ile etiketlenebilir. Bu renk farkl 1klar_] spesifik
problarii hibridizasyon pozisyonlar fiCJtanimlamak igin bir ara¢ saglar. Dahasl]
uzaysal olarak ayrimami(s problar iki bagka rengin (6rnegin, 3SK
kirmizl+yesil=sarl) pigmentin (6rnedin, mavi+sar Fyegil) kar gt rilmas ndan
kaynaklanan farkl! bir renkte g1k veya pigment ile veya bir anda yalnizca bir rengin
gecmesine ayarlanm g bir filtre kullaniimas ile tan mlanabilir.

Problar, teknikte uzmanl@C olan bir kisi tarafndan bilinen geleneksel
metodolojilerden vyararlanarak, florofor ile dogrudan veya dolaylC olarak

etiketlenebilir.
VIl. Saptama Kitleri ve Bilesimler
Burada a¢ klandlg_|Uzere mevcut bulusun tatbikinde kullanlmasUigin kitler de

bulus tarafindan tarif edilir. Bu tarz kitler, her biri bulusun tatbikini desteklemek
amaclyla, drnegin, halihaz rda bir belirtece eklenmis olan bir veya birden fazla
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baglama ajaninl (antikoru) iceren, yontemlerde yararlanilan (tipik olarak konsantre
formda) bir veya birden fazla gesitli reaktif iceren veya opsiyonel olarak bir
baglama ajaninl1bir antikora veya nukleik asit molekiline kuple etmek igin
reaktifler (ayn(lzamanda belirtecin kendisi); tamponlar, uygun nukleotid trifosfatlar(
(6rnegin, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP, ATP, CTP, GTP ve UTP), ters
transkriptaz, DNA polimeraz, RNA polimeraz ve amplifikasyon ile nukleik asit
molekdllerinin saptanmasnda kullanlimasOigin bir veya birden fazla dizi-spesifik
veya dejenere primer ve/veya (opsiyonel olarak mikro-disseksiyon ile) izolasyon
icin reaktifler ve enstrimantasyon igeren, kaplar igerebilir. Mevcut bulusun bir
ligand saptama ydnteminde kit bilesenlerini tarif eden bir etiket veya indikatdr veya
kit bilesenlerinin kullan/imas! igin bir dizi talimat da tipik olarak dahil edilecektir,
burada talimatlar kitin veya bunun bilegenlerinin bir kullanma talimat/ ve/veya

ambalajlanmasi ile iligkili olabilir.

Mevcut bulus, yukarda tarif edilen immino-saptama yontemlerinde kullanTmasr
icin immuUno-saptama kitlerini tarif eder. Antikorlar genel olarak dogal-tip ve/veya
mutant proteinleri, polipeptitleri ve/veya peptitleri saptamak igin kullanld g ndan,
antikorlar tercihen Kite dahil edilecektir. Boylece, immuno-saptama kitleri, uygun
kap araclarCi¢inde, bir dogal-tip ve/veya mutant proteini, polipeptidi ve/veya peptidi
baglayan bir birinci antikor ve/veya opsiyonel olarak, bir immuno-saptama reaktifi
ve/veya ilaveten opsiyonel olarak bir dogal-tip ve/veya mutant protein, polipeptit

ve/veya peptit icerecektir.

Kitin immino-saptama reaktifleri, belirli antikor ile iliskili ve/veya belirli antikora
bagll” olan saptanabilen etiket olanlar liceren, c¢esitli formlarin herhangi birini
alabilir. Bir sekonder baglama ligandOile iliskili ve/veya bir sekonder baglama
ligandma baglTolan saptanabilen etiketler de tasarlanr. Emsal sekonder ligandlar,
birinci antikor icin baglama afinitesine sahip olan sekonder antikorlard@ veya

polimerlerdir.

Mevcut kitlerde kullanldmas Jigin ilave uygun immdiino-saptama reaktifleri, ikinci
antikor i¢in baglama afinitesine sahip olan, bir saptanabilen etiket ile baglUolan bir
dglincl antikor veya polimer ile birlikte, birinci antikor igin badlama afinitesine
sahip olan bir ikinci antikor i¢eren iki-bilesenli reaktif icerir. Yukarida bildirildigi
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Uzere, ¢ok say/da emsal etiket teknikte bilinir ve/veya bu tarz etiketlerin tumu

mevcut bulus ile baglant Il olarak uygun bir sekilde kullan labilir.

Kit ilaveten, bir saptama analizi i¢cin bir standart egrisi haziamak amacyla
kullanabildigi Gzere, etiketlenmis ve/veya etiketlenmemis, dodal-tip velveya
mutant proteinin, polipeptidin ve/veya peptidin uygun bir sekilde alikotlanm g
bilegim igerebilir. Kitler, tam olarak konjuge edilmis formda, ara Urtnler formunda
ve/veya kitin kullan @ taraf ndan konjuge edilecek olan ayrCkisimlar olarak antikor-
veya polimer-etiketli konjugatlar igerebilir. Kitin bilesenleri, sulu vasat icinde

ve/veya liyofilize edilmis form icinde ambalajlanabilir.

Kitlerin kap araclar genel olarak, bunun igine antikorun yerlestirilebilecedi ve/veya
tercihen uygun bir sekilde alikotlanabilecegi en az bir viyal, test tlpd, flask, sise,
enjektor ve/veya baska kap arac! ligerecektir. Mevcut bulusun kitleri ayr ¢a tipik
olarak, ticari Olgek icin yakmn bir smirandTma iginde antikor, antijen ve/veya
herhangi bir baska reaktif kab “iceren bir ara¢ da icerecektir. Bu tarz kaplar, bunun
icinde arzu edilen viyallerin muhafaza edildigi enjeksiyon vefveya Ufleme ile
kaliplanm(g plastik kaplar icerebilir.

Kitler ilaveten, kanserin tedavisi i¢in bir veya birden fazla terapétik ajan, ornegin,

FOLR1 immunokonjugat We/veya bir kemoterapotik ajan, igerebilir.

Kit ilaveten, bir sijede FOLR1 ekspresyonunu élgmek icin kullan lan, bir FOLR1
saptama ajan Ive kullanim igin talimatlar igeren, bir FOLR1 saptama reaktifi
icerebilir. Bir uygulamada, FOLR1 saptama reaktifi, bir FOLR1 baglama peptidi,
proteini veya bir molekuler probu (yani, nukleik asidi) icerir. Kit ilaveten, anti-
FOLR1 antikorunu baglayan bir sekonder antikor icerebilir. FOLR1-spesifik antikor,
0,5ila 7,5 pg/ml, tercinen 0,9 ila 3,8 +/-0,5 pyg/ml, olan bir konsantrasyonda dahil
edilebilir. Antikor, 1,0 +/- 0,5 pg/ml, 1,5 +/- 0,5 pg/ml, 1,9 +/- 0,5 pg/ml, 2,5 +/- 0,5
pg/ml, 3,0 +/- 0,5 pg/ml, 3,5 +/- 0,5 pg/ml, 3,8 +/- 0,5 pg/ml veya en fazla 4,2 pg/mi
olan bir konsantrasyonda dahil edilebilir. Antikor, 0,9 ila 3,8 +/- 0,5 pg/ml
aralldnda bir nihai konsantrasyon elde etmek amaclyla seyreltmeler igin talimatlar
ile birlikte konsantre ¢ozelti halinde dahil edilebilir. Kit ilaveten, asagidakilerden
olusan gruptan secilen bir saptama reaktifi icerebilir: bir enzim, bir florofor, bir
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radyoaktif etiket ve bir luminofor. Saptama reaktifi agsagidakilerden olugan gruptan

secilebilir: biyotin, digoksigenin, floresin, tritiyum ve rodamin.

Kit ayrica, FOLR1 ekspresyonunu saptamak ve skorlamak icin talimatlar da
icerebilir. Kit ayrica, kontrol ve referans drnekleri de icerebilir. Kontrol ve referans
orneklerinin smray ¢lGolmayan ornekleri, normal (normal kontrol) veya timor
(pozitif kontrol) drneklerinden tlretilen hucre peletlerini veya doku kualtir( hicre
hatlarmOicerir. Emsal hucre hatlarl; KB, NCI-H2110, Igrov-1, Ishikawa, Jeg-3,
Skov-3, Hela, T47D, Caco2, SW620, OAW28, HCC827, Ovcar-8 ve Ovcar-3, Ov-
90, FOLR1'i eksprese ettigi bilinen bagka timdr htcresi hatlarinlive FOLRT'
eksprese eden bir ekspresyon vektorl ile kallcl veya gegici bir sekilde transfekte
edilmis hacre hatlar ni ligerir. Pozitif kontrol dokular! i¢in ilave ornekleri ayr d¢a,
Ornekler 9-11'de de bulunabilir. Kit ayri¢a, boyama yogunlugu ve tekdiizeligi igin
pozitif ve normal referans érnekleri gorsel olarak gosteren bir boyama k lavuzu da
icerebilir. Bu tarz boyama kmavuzlarl, normal akcigerden, pankreastan ve/veya
tlkardk bezinden referans drneklere ve standardize edilmis skorlarColan boyanms
timorlere (6rnegin, ovaryan, akciger, renal ve endometriyal kansere aynzamanda

Ornekler'de Sekiller 23-25'te tarif edilenlere) sahip olabilir.

VIIl. FOLR1-baglama ajanlar |

FOLR1'i baglayan herhangi bir antikor, mevcut bulusun saptama yontemlerinde
kullanilabilir. Terapdtik olarak etkili anti-FOLR1 antikorlarinin drnekleri, US
Basvuru Yay n No. US 2012/0009181°de bulunabilir. FOLR1 i¢in tam-boy amino
asit (aa) ve nikleotid (nt) dizileri teknikte bilinir ve ayrica burada sirasiyla SEQ ID
NO.larz 1 ve 2 ile temsil edildigi sekilde saglanr. FOLR1'in saptanmas Jigin bir
spesifik olarak yararlJantikor, fare monoklonal anti-huFOLRI klon BN3.2'dir (Leica
# NCL-L-FRalpha). Bir terapotik olarak etkili anti-FOLR1 antikorunun bir érnedgi,
huMov19'dur (M3346A). SEQ ID NO.larZ 3-5'in polipeptitleri saslyla, huMov19
(M9346A) ag T zincirinin degisken alanmve dedisken alan hafif zincir versiyonu
1.00'C huMov12'un dedisken alan hafif zinciri versiyon 1.60'C icerir. Belirli
uygulamalarda, huMov19 (M9346A) antikoru, Budapeste Antlasmas_| sartlar_|
altinda ve PTA-10772 ve PTA-10773 veya 10774 ATCC depo numaralarina sahip
olan, 7 Nisan 2010'da, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110'da yer
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alan, Amerikan Tipi Kultur Koleksiyonu (ATCC) ile depolanmis plazmidler
tarafindan sifrelenir. Bulusun terapdtik yontemlerinde vyararli| olan FOLR1

immunokonjugatlar n n drnekleri agsag da saglan .

IX.FOLR1 immiinokonjugatlarC

Mevcut bulus ayrga, bir sitotoksine (ilaca) veya 6-ilaca baglanmis veya konjuge
edilmis, burada ag¢klandigfizere anti-FOLR1 antikorlarinf] antikor fragmanlarn’)
fonksiyonel es-dederleri, iyilestiriimis antikorlarC ve bunlarm ydnlerini igceren
konjugatlarin (aynlizamanda burada immiinokonjugatlar olarak da ifade edilir)
etkinligini  arttirmak  icin  yontemleri de tarif eder. Emsal FOLR1
immunokonjugatlar,| US Basvuru Yayin No. US 2012/0009181'de bulunabilir.
Bulusun bir 6zel olarak etkili terapotik immunokonjugat!, yukarida tarif edilen

huMov19 antikorudur.

Uygun ilaglar veya on-ilaclar teknikte bilinir. Belirli uygulamalarda, ilaglar veya 6n-
ilaclar sitotoksik ajanlardn. Mevcut bulusun sitotoksik konjugatmda kullanian
sitotoksik ajan bir hacrenin 6luma ile sonuglanan veya hlcre olumunu induakleyen
veya bir gekilde hucre viabilitesini azaltan herhangi bir bilesik olabilir ve 6rnedin,
maytansinoidleri ve maytansinoid analoglarin(, benzodiazepinleri, taksoidleri, CC-
1065 ve CC-1065 analoglarnl] duokarmisinleri ve duokarmisin analoglar(ml]
enediinleri, 6rnegin, kalikeamisinleri, dolastatini ve auristatinleri iceren dolastatin
analoglarinl,l tomaymisin tlrevlerini, leptomisin tlrevlerini, metotreksat!, sisplatini,
karboplatini, daunorubisini, doksorubisini, vinkristini, vinblastini, melfalan |
mitomisin C'yi, klorambusili ve morfolino doksorubisini, icerir. Belirli uygulamalarda,

sitotoksik ajan, maytansinoidlerdir ve maytansinoid analoglardIr.

llag veya oén-ilag, ornegin, anti-FOLR1 antikoruna, érnegin, huMov19a, veya
bunun fragmanna bir disillfit bag yoluyla baglanabilir. BaglaycC molekil veya
capraz-baglama ajan(] anti-FOLR1 antikoru veya bunun fragmanUOile reaksiyona
girebilen bir reaktif kimyasal grubu igerir. Belirli uygulamalarda, hicre-baglama
ajan _ile reaksiyon igin reaktif kimyasal gruplar, N-siksinimidil esterlerdir ve N-
stlfosiiksinimidil esterlerdir. llave olarak, baglay/¢l molekll bir reaktif kimyasal

grup, belirli uygulamalarda, bir disulfit bag olusturmak i¢in ila¢ ile reaksiyona
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girebilen bir ditiyopiridil grubu igerir. Belirli uygulamalarda, baglayi¢/ Imolekuller,
drnegin, N-siksinimidil 3-(2-piridilditiyo) propiyonatl (SPDP) (baknz, ornegin,
Carlsson et al, Biochem. J., 173: 723-737 (1978)), N-suksinimidil 4-(2-
piridilditiyo)butanoat J(SPDB) (bakiz, érnegin, U.S. Patent No. 4,563,304), N-
sUksinimidil 4-(2-piridilditiyo)2-sulfobutanoat{sIfo-SPDB) (bakniz, US Yayn No.
20090274713), N-suksinimidil 4-(2-piridilditiyo) pentanoat (SPP) (bakn z, 6rnegin,
341498-08-6 CAS Kay® Numarasl), 2-iminotiyolanCveya asetilslUksinik anhidridi,

icerir.

Yarllamayan baglarlolan antikor-maytansinoid konjugatlariida hazirlanabilir. Bu
tarz gapraz-baglay ¢ lar, teknikte tarif edilir (bakiniz, ThermoScientific Pierce
Crosslinking Technical Handbook ve US Patent Bagvuru Yayin No. 2005/0169933)
ve bunlarla s | kalmamak kaydlyla, N-slksinimidil 4-{maleimidometil)
siklohekzankarboksilat (SMCC), N-suksinimidil-4-(N-maleimidometil)-siklohekzaN-
1-karboksi-(6-amidokaproatr), SMCC'nin bir "uzun zincirli" analogu (LC-SMCC), k-
maleimidoundekanoik asit N-suksinimidil esterini (KMUA), 3-maleimidopropanoik
asit N-suksinimidil esterini (BMPS), y-maleimidobiditirik asit N-suksinimidil esterini
(GMBS), e-maleimidokaproik asit N-hidroksisiksinimid esterini (EMCS), m-
maleimidobenzoil-N-hidroksisuksinimid esterini (MBS), N-(a-maleimidoasetoksi)-
suksinimid esterini (AMAS), suksinimidil-6-(-maleimidopropiyonamido)hekzanoat[]
(SMPH), N-siuksinimidil  4-(p-maleimidofenil}-batirattt  (SMPB)  ve  N-(p-
maleimidofenil)izosiyanat | (PMPI), N-siksinimidil-4-(iyodoasetil)-aminobenzoat |
(SIAB), N-siiksinimidil iyodoasetat! (SIA), N-sliksinimidil bromoasetat (SBA) ve N-
stksinimidil 3-(bromoasetamido)propiyonat (SBAP), igerir. Belirli uygulamalarda,
antikor ¢apraz-badlama reaktifleri, literatirde tarif edildigi uzere, 1-10 reaktif grup
uygulamak igin, drnegin, sudksinimidil  4-(N-maleimidometil}-siklohekzan-1-
karboksilat (SMCC), sulfo-SMCC, maleimidobenzoil-N-hidroksisiksinimid ester
(MBS), sllfo-MBS veya stiksinimidil-iyodoasetat, ile modifiye edilir (Yoshitake et
al., Eur. J. Biochem., 101:395-399 (1979); Hashida et al., J. Applied Biochem., 56-
63 (1984} ve Liu et al., Biochem., 18:690-697 (1979)).

Mevcut bulug yénleri tarif eder, burada yaklaglk 2 ila yaklag K 8 ilag molekull ("ilag
yukd™), érnegdin, maytansinoid, bir anti-FOLR1 antikoruna veya bunun fragmanina
badlidir, konjugat n anti-timdr etkisi, ayn lhucre baglama ajanina bagll lilaglar n
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daha az veya daha fazla bir say/daki bir ila¢ yuklne klyasla ¢ok daha fazla etkilidir.
Burada kullaniidid! 1sekliyle, "ilag yUk(", bir hlicre badlama ajanina (érnegdin, bir
anti-FOLR1 antikoruna veya bunun fragmanina) eklenebilen ilag molekiillerinin
(ornegin, bir maytansinoiddin) saysinC ifade eder. Bir hucre baglama ajanna
eklenebilen ilag molekillerinin say8_] ortalama yaklask 2 ila yaklagk 8 aral g nda
(ornegin, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3.4,
3,5, 36,3,7,3,8,39,40,41,42,43,44,45,46,4,7, 4,38, 4,9, 5,0, 51, 52,
53, 54,55,586, 57,58, 59 60, 61, 6,2, 6,3, 64, 6,5, 66, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0,
71,72,73,74,75,7,6,7,7,7,8,7,9, 8,0, 81) olabilir. Belirli uygulamalarda, ilag
N?-deasetil-N?-(3-merkapto-1-oksopropil)}-maytansindir (DM1) veya N*-deasetil-
N?-(4-merkapto-4-metil-1-oksopentil) maytansindir (DM4). Béylelikle, belirli bir
uygulamada, huMov19 antikoru, DM1'e veya DM4'e konjuge edilir. FR-1-21
antikoru, DM1'e veya DM4'e konjuge edilebilir. FR-1-48 antikoru, DM1'e veya
DM4’e konjuge edilir. FR-1-49 antikoru, DM1'e veya DM4'e konjuge edilebilir. FR-
1-57 antikoru, DM1'e veya DM4'e konjuge edilebilir. FR-1-65 antikoru, DM1'e veya
DM4'e konjuge edilebilir.

X. FOLR1 ekspresyonunun ve terapotik etkinligin korelasyonu

Bulus, FOLR1'i hedef alan anti-kanser terapilerine yant vermesine yonelik
arttirdm(s bir olasligl]olan sujeleri taniinlamak igin yontem tarif eder. Bulug,
kismen, yilkselmis FOLR1 ekspresyon dizeylerinin FOLR1'i hedef alan anti-
kanser terapdétiklerinin etkinligi ile korele oldugu kesfine dayan r.

Hasta orneklerinin ve ksenogreft modeller kullanflarak in vivo etkinlige
korelasyonunun degerlendiriimesi tedaviye yani vermesi daha olasColan sujeleri
segmek icin ekspresyon analizinin gucuna gosterir. IHC, timor hdcreleri Uzerinde
FOLR1 ekspresyonu igin bir skor saglar: 0 (ekspresyon yok) ila 3+ (gok yuksek
dizeylerde ekspresyon). Ksenogreft modeller kullandan in vivo veriler, FOLR1
ekspresyonu icin 6rnekleri 1, 2, 3 ve 3+ skorlama, tercihen, 2'lik, 3'lUk veya 3+1K
bir skor, FOLR1 immunokonjugatlarmn(n klinik olarak-ilgili dozlarinda FOLR1'i hedef
alan anti-kanser terapilerine yanlt vermek igin arttirlmig bir olasina sahiptir
(ornegin, bir FOLR1 immunokonjugat n n 5 mg/kg ksenogreft dozu, hastalarda bir
185 mg/m?ye yaklasabilir). Béylelikle, yiikselmis bir FOLR1 skoruna sahip olan
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bireylerin tanimlanmasl, bir klinik olarak ilgili dozajda yant verebilen bireyleri
tan mlamaya yardimc| lolacaktin. Asagida daha detayli lolarak tarif edildidi Uzere,
FOLR1 terapdtiklerine duyarl Tk 2 veya daha ylksek olan FOLR1 skorlamasTiile,
ozellikle dizey 3 skorlama ile, koreledir. Dahasll] FOLRTIin daha tekdize
dizeylerinin ekspresyonu terapotik yarar ile daha iyi korelasyon saglar. Boylelikle,
bir homojen boyama tekduzeligi tercih edilir, ancak heterojen boyama tekdutzeligi
olan arttTImis boyama yogunlugunun kombinasyonlarC da arttrims FOLR1
ekspresyonunun gostergesidir. Ornegin, 2 hetero'dan daha biiyiik olan skorlar bir

FOLR1 terapétik ajanTile tedavi igin bir hasta seleksiyon kriteridir.

FOLR1 ekspresyon analizi ayr ¢a, bir FOLR1'i hedef alan anti-kanser terapisinin
azaltiimig dUzeylerinin ("dusuk-dozlu terapinin"} anti-tumaor yanitlara neden olmada
etkili olabildigi hastalar ida tanimlanin. Teknikte anlasildid! Ilizere, bilesikler genel
olarak, arzu edilen terapdtik yaniti  basaran en kuguk dozajda uygulanr. Bu
spesifik olarak, klinik ve sikikla arzu edilmeyen yan etkilere neden olan
terapdétikler icin onemlidir. Yiikselmis FOLR1 ekspresyon dizeyleri olan sijeleri
tanma yetisi, FOLR1'i hedef alan terapétidin dozajinn minimizasyonuna, bdylece

terapotik etkinli§i idame ettirirken olasOyan etkileri azaltmaya, olanak saglar.

Burada gosterildigi Uzere, 2 hetero veya daha buyuk olan FOLR1 ekspresyon
skorlarCanti-FOLR1 immunokonjugatlarina arttirim(g yan( verilebilirlik ile koreledir.
Belirli uygulamalarda, arttirlilmis yan t/ verilebilirlik, kasekside azalmad n, sag kal m
slresinde artigtin, tamoér progresyonu zamaninda uzamadir, timor kitlesinde
azalmadir, timdr yikunde azalmadin ve/veya tumér metastazl zaman nda, tumér
rekdrans 1tUmor yan t,itam yan't, parsiyel yan't, kararll hastalk, progresif hastallk,
progresyonsuz sag kalm (PFS), genel sag kalim (OS) zaman(nda bir uzamadln.
Belirli uygulamalara, 2 hetero veya daha buylk olan FOLR1 ekspresyon skorlar’
artan PFS, DFS veya OS ile koreledir.

Saptama yontemlerinde ve referans/kontrol érneklerine korelasyonda kullanTmas ™
igin kitler, kontrol (pozitif ve/veya negatif) veya referans ornekleri icerebilir. Pozitif
kontrol veya pozitif referans ornekleri, doku kultirl hicre hatlarindan, normal
dokudan veya tumor dokusundan turetilebilir. Pozitif ve negatif referans 6rnekleri,
SW620, T47D, IGROV-1, HelLa, KB, JEG-3'U, diger tumdr hlcresi hatlarinl ve
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FOLR1'i eksprese eden bir ekspresyon vektorl ile kalicl veya gegici bir sekilde
transfekte edilmis hiicre hatlarin! iceren hiicre hatlarindan tiretilebilir. Normal veya
timor dokusu drnekleri ve doku kaltarl hicre hatlarida bir negatif kontrol referans
ornedi olarak kullaniabilir. ilave érnekler icin, baknz Ornekler 9-11 ve Sekiller 23-
25,

Xl. Farmasotik bilegimler ve terapotik yontemler

FOLR1-baglama ajanlarC” (antikarlar, immunokonjugatlar ve polipeptitler dahil),
bunlarla sinirlkalmamak kaydlyla, terapétik tedavi ydntemlerini, drnegin, kanserin
tedavisini, igeren c¢esitli uygulamalarda yararlidir. Belirli uygulamalarda, ajanlar
tumor buyumesini inhibe etmek, bir tumarin farkl lasmas nl lindaklemek, tumor
hacmini azaltmak ve/veya tUmorijenisitesini azaltmak igin yararlidir. Kullan m
yontemleri, in vitro, ex vivo veya in vivo yontemleri olabilir. Belirli uygulamalarda,
FOLR1-baglama ajanilveya antikoru veya immunokonjugatu veya polipeptidi,

bunun baglad g _insan FOLR1'in bir antagonistidir.

FOLR1-baglama ajanC veya antagonisti (yani, huMov19 antikoru veya
immunokonjugat) ile tedavi edilen hastallk bir kanserdir. Belirli uygulamalarda,
kanser FOLR1-baglama ajan i n (érnegin, antikorun) baglad g ffolat reseptoru 1

eksprese eden timorler ile karakterize edilir.

Mevcut bulug, kanseri tedavi etmenin, bir FOLR1-badlama ajaninin bir terapdtik
olarak etkili miktarini | bir sujeye (Ornegin, tedaviye ihtivacl olan bir sljeye)
uygulanmas nrliceren bir yonteminde kullanTmasriigin bir anti-Folat reseptéri 1
(FOLR1) antikoru veya anti-FOLR1 immunokonjugatsagdlar. Belirli uygulamalarda,
kanser kolorektal kanserden, pankreatik kanserden, akciger kanserinden, ovaryan
kanserden, karaciger kanserinden, meme kanserinden, beyin kanserinden, bobrek
kanserinden, prostat kanserinden, gastrointestinal kanserden, melanomdan,
servikal kanserden, idrar kesesi kanserinden, gliyoblastomdan ve bas ve boyun
kanserinden olusan gruptan segilen bir kanserdir. Belirli uygulamalarda, kanser
ovaryan kanserdir. Belirli uygulamalarda, kanser akciger kanseridir. Belirli

uygulamalarda, stje bir insand n.
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Mevcut bulug ilaveten, burada tarif edilen antikorlar! veya diger ajanlar kullanarak
timor biylimesini inhibe etmek igin yontemleri tarif eder. Belirli uygulamalarda,
tiimor biyimesini inhibe etmenin ydntemi, hlcreyi FOLR1-baglama ajani(drnegin,
antikor) ile in vitro temas ettirmeyi icerir. Ornegin, FOLR1'i eksprese eden bir
olumsuz hale getiriimis hucre hattJveya bir kanser hicresi hattl) buna tamor
buyumesini inhibe etmek igin antikorun veya bagka ajann eklendigi vasat icinde
kdltdrlenir. BazC uygulamalarda, timdr hicreleri bir hasta orneginden, 6rnegin,
mesela, bir doku biyopsisinden, plevral efiizyondan veya kan ornedinden izole
edilir ve buna timér buylmesini inhibe etmek i¢in bir FOLR1-baglama ajanmin

eklendidi vasat icinde kulturlenir.

Baz! luygulamalarda, tumor buyumesini inhibe etmenin yontemi, tumoru veya
timor hucrelerini FOLR1-baglama ajan! | (6rnedin, antikor) ile in vivo temas
ettirmeyi igerir. Belirli uygulamalarda, bir tumdéra veya tumér hucresini bir FOLRA1-
baglama ajanlile temas ettirme bir hayvan modelinde gerceklestirilir. Ornegin,
FOLR1-baglama ajanlarC timor blyldmesini inhibe etmek icin immin a¢dan
zayflatim(s fareler (érnegdin, MOD/SCID fareleri) icinde blyitdlmUs olan bir veya
birden fazla FOLR1i eksprese eden ksenogreftlere uygulanabilir. Baz_
uygulamalarda, FOLR1-badlama ajanJtimdér blylmesini énlemek igin hayvana
timorijenik hucrelerin uygulanmaslile ayn[zamanda veya bundan k(sa sure sonra
uygulanf. Baz 1 uygulamalarda, FOLR1-baglama ajan(, tumorijenik htcrelerin

belirtilen bir boyuta kadar buyiimesinden sonra, bir terapétik olarak uygulantr.

Belirli uygulamalarda, timor blylmesini inhibe etmenin yontemi, bir sljeye bir
FOLR1-baglama ajannin bir terapotik olarak etkili miktarm Tuygulamay Tigerir.
Belirli uygulamalarda, sUje bir insandlr. Belirli uygulamalarda, suje bir tumore

sahiptir veya uzaklastmIm3$ bir tumore sahip olmustur.

Belirli uygulamalarda, timor, beyin timoértinden, kolorektal timérden, pankreatik
timorden, akciger tumorinden, ovaryan timdrden, karaciger tumdriinden, meme
timoridnden, bdbrek timdrinden, prostat timdriinden, gastrointestinal tumarden,
melanomdan, servikal tumorden, idrar kesesi timdrunden, gliyoblastomdan ve basg
ve boyun tumorinden olugsan gruptan segilen bir timaorddr. Belirli uygulamalarda,

tumor, bir ovaryan tumaérdur.
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Belirli uygulamalarda, bulus bir FOLR1-badlama ajannin dlsiik dozlarin |
kullanarak timor biyumesini inhibe etmenin ydntemlerini tarif eder. Burada
kullanddi§Ouzere, "dusuk doz" terimi, bir FOLR1-badlama ajaninn, terapotik etki
dretmek icin gerekli olan olagan veya geleneksel dozdan daha az olan, terapotik

olarak etkili dozunu ifade eder.

Boylelikle, buluglar huMov19 antikorunu ve immunokonjugatlarim D kullanarak
kanseri tedavi etmenin ybntemlerini saglar. Belirli uygulamalarda, huMov19
imminokonjugat | huMov19-SPDB-DM4; huMov19-silfo-SPP-DM1; huMov19-
SPP-DM1 veya huMov19-PEG4-Mal-DM4'tlr. Belirli bir uygulamada, huMov19
immunokonjugat ,| ayn [zamanda IMGN853 olarak da ifade edilen, huMov19-
SPDB-DM4'tlr.

Formilasyonlar, mevcut bulusun bir saflastifiim’s antikorunu veya ajanmbir
farmasétik olarak kabul edilebilir vehikul (6rnegin, tasly(cl, eksipiyan) ile birlestirme
ile saklama ve kullanim igin haz danabilir (Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 20th Edition Mack Publishing, 2000). Uygun farmasdtik olarak kabul
edilebilir vehikdller, bunlarla sl Ckalmamak kaydyla, toksik-olmayan tamponlar_)
ornegin, fosfatl) sitratl, ve diger organik asitleri; tuzlarl)) 6rnegin, sodyum klorilrd;
askorbik asidi ve metiyonini iceren antioksidanlari; koruyucularC (6rnegin,
oktadesildimetilbenzil amonyum klortir(; hekzametonyum klor(rti; benzalkonyum
klor(ir(; benzetonyum klorar(; fenolll, bitili veya benzil alkoli; alkil parabenleri,
ornegin, metil veya propil parabeni; katekoll; resorsinolu; siklohekzanola; 3-
pentanolli ve m-kresoll); disik molekiler agrkir{drnedin, yaklas’k 10 amino asit
rezidlslnden daha k3sa olan) polipeptitleri; proteinleri, érnegin, serum albumini,
jelatini veya immunoglobulinleri; hidrofilik polimerleri, érnegin, polivinilpirrolidonu;
amino asitleri, ornegin, glisini, glutamini, asparajini, histidini, arjinini veya lizini;
karbonhidratlar’) 6rnegin, monosakkaritleri, disakkaritleri, glukozu, mannozu veya
dekstrinleri; selatlama ajanlarn’] drnedin, EDTA'Y? sekerleri, 6rnedin, sukrozu,
mannitoll, trehalozu veya sorbitolu; tuz-olusturan kars=Eiyonlar ) érnegin, sodyumu;
metal komplekslerini (6rnegin, Zn-proteini komplekslerini) ve iyonik-olmayan

sUrfaktanlarl,i6rnegin, TWEEN'i veya polietilen glikolt (PEG), igerir.



10

15

20

25

30

49

Farmasotik bilesimler, lokal veya sistemik tedavi igin ¢ok saylda yoldan
uygulanabilir. Uygulama, topikal (6rnegin, vajinal ve rektal aktarimi iceren mukdz
membranlara), ornedin, transdermal yamalar, merhemler, losyonlar, kremler, jeller,
damlalar, supozituvarlar, spreyler, sivllar ve tozlar; pulmoner (6rnegin, nebllizor ile
uygulamayU iceren, tozlarm veya aerosollerin inhalasyonu veya insuflasyonu,
intratrakeal, intranazal, epidermal ve transdermal ile); oral veya intravendz,
intraarteriyel, subkUtan, intraperitoneal veya intramuskller enjeksiyonu veya
inflzyonu iceren parenteral veya intrakraniyal (6rnegin, intratekal veya

intraventrikdler) uygulama olabilir.

Bulusun bir antikoru veya immuUnokonjugatl | bir farmasotik kombinasyon
formulasyonu i¢inde veya kombinasyon terapisi olarak dozlam rejimi i¢inde anti-
kanser oOzelliklere sahip olan bir ikinci bilesik ile birlestirilebilir. Farmasoétik
kombinasyon formulasyonunun veya dozlam rejiminin ikinci bilesigi tercihen,
bunlarm birbirini advers bir sekilde etkilemeyecegi sekilde, kombinasyonun
ADC'sine komplementer aktivitelere sahiptir. FOLR1-baglama ajan_lve ikinci anti-

kanser ajan_igeren farmasdotik bilesimler de saglan(h.

Hastall@n tedavisi i¢in, mevcut bulusun antikorunun veya ajanmm uygun dozaj
tedavi edilecek olan hastal g n tipine, hastalldn siddetine ve seyrine, hastal g n
yani verebilirligine, antikorun veya ajanin terapdtik veya onleyici amaglar igin
uygulanip uygulanmamasina, dnceki terapiye, hastanin klinik dykUstine ve tedavi
eden hekimin yargisindaki tim diger seylere baglidin. Antikor veya ajan bir kere,
bir kag¢ gun ila bir ka¢ ay arallginda uzanan tedavilerin bir serisi boyunca veya bir
kdr etkisi olana kadar veya hastal kK halinin bir azalmasr (6rnegin, timor boyutunun
daslsu) basarllana kadar uygulanabilir. Optimal dozlama planlamalarl] hastann
vicudunda ilag birikmesinin dlgumlerinden hesaplanabilir ve bir munferit antikorun
veya ajanm bag( potensine baglColarak cesitlilik gosterecektir. UygulamaylOyapan
hekim, optimum dozajlarl, dozlama metodolojilerini ve tekrarlama saylarn’
kolaylkla belirleyebilir. Belirli uygulamalarda, dozaj, vicut agmgnm kg' Jicin 0.01
Mg ila 100 mg araligindad® ve glnde, haftada, ayda veya ylda bir kere veya
birden fazla kere verilebilir. Belirli uygulamalarda, antikor veya anti-FOLR1
immudnokonjugat Iiki haftada bir kere veya u¢ haftada bir kere verilir. Belirli

uygulamalarda, antikorun veya immunckonjugatin dozaj , vucut agiriginin kg" ligin
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yaklasik 0,1 mg ila yaklas'k 20 mg araligindadir. Tedavi eden hekim, ilac n vucut
slvilarl lveya dokular licinde olculen kalma zamanlarina ve konsantrasyonlar na
dayanarak dozlama i¢in tekrarlama say Tar n tahmin edebilir.

Kombinasyon terapisi, "sinerji" saglayabilir veya birlikte kullan ITan etken maddeler,
bilegikleri ayrJayrC kullanmaktan kaynaklanan etkilerin toplammna klyasla daha
blyldk oldugundaki etki olan "sinerjistik" etkiyi kanlayabilir. Bir sinerjistik etki,
etken maddeler (1) bir birlestirilmig, birim dozaj formulasyonu iginde birlikte-
formile edildiginde ve es-zamanlJolarak uygulandigfda veya aktarTd(gmnda; (2)
ayrLformllasyon olarak alternatif halinde veya paralel olarak aktarld § nda veya
(3) bazl Ibagka rejimler ile yap ldid nda, elde edilebilir. Alternatif terapi iginde
aktar/ld/ginda, bir sinerjistik etki bilesikler sirall lolarak, ornegin, ayrl lenjektorler
iginde farkll lenjeksiyonlar ile, uygulandiginda veya aktarildiginda elde edilebilir.
Genel olarak, alternatif terapi sirasinda, her bir etken maddenin etkili bir dozu,
sirall olarak, yani, seri olarak, uygulanirken, kombinasyon terapisinde, iki veya

daha fazla etken maddenin etkili dozajlarCbirlikte uygulanir.

Mevcut agklamanin uygulamalarC ilaveten, mevcut ac¢Klamann belirli
antikorlarmn preparasyonunu ve mevcut a¢klamann antikorlarim _kullanmak igin
yontemleri detayl(Ibir sekilde tarif eden, asag(daki sinirlaycl-olmayan orneklere
atfen tanmlanabilr. Hem malzemelere hem de yodntemlere, c¢ok saylda
modifikasyonun mevcut aglklaman n kapsamindan ayr Imadan tatbik edilebilecegi

teknikte uzmanlig! olan kigiler taraf ndan anlasilacaktin.

ORNEKLER

Burada tarif edilen érneklerin ve uygulamalarn yalnzca ac¢klaylCCamaglar tasd D
ve bunun $(gMhda gesitli modifikasyonlarm veya degisimlerin teknikte uzmanl gJ

olan kigilere dnerilecedi ve bu bagvuruya dahil edilecegi anlag 111

Folat Reseptéri-1'in (FOLR1), ovaryan timdrlerde hayli eksprese edildigi ve
beyin, meme, idrar Kkesesi, endometrioid, akciger, pankreatik ve renal
karsinomlarda ylUksek ila orta duzeylerde eksprese edildigi bildirilmigtir. Bununla
birlikte, FOLR1'in ekspresyonu, normal dokularda sinirlandirilin ve bdbregi,
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akcigeri, koroid pleksusu, pankreas!,| memeyi, tiroidi, overi, prostat/ Ive akcigeri

igerir.

Taze dondurulmus doku homojenatlar_ kullanlarak FOLR1' kantifiye eden
yontemler bildirilmistir. Tam doku homojenatlard sitoplazmik-iliskili ekspresyonu
membran-iligkili ekspresyondan aymt edemez ve taz lbir sekilde dondurulmus
ornekler klinik kosula uygun degildir. Bununla birlikte, formalin ile fikse edilmis

parafine gdmulmus (FFPE) drnekleri klinik hastalar igin arsivlenmistir.

Ornek 1

Hucre ornekleri iginde FOLRT'In immunchistokimyasal boyamasi| - manuel
yontemler Formalin ile fikse edilmis parafine gdmulmus hlcre peletleri ve dokular |
asagldaki boyama reaktifleri ve kosullar! ile test drnekleri olarak kullaniimigtin.

IHC AntikorlarC”
Test Maddesi

= fare monoklonal anti-huFOLR1 klonu BN3.2 (Leica # NCL-L-FRalpha)

ImmunoGen: Folat reseptoru alfa molekdilindn dig alanin n 189 amino

asidine kars Ik gelen prokaryotik rekombinant protein
Kontrol Maddesi

* mulgG1 (Coulter} Klonu, Kat# 6602872

Sekonder Antikor

=Biyotinlenmis at anti-fare (Vector, Kat# PK-6100) :

FFPE analiz kosullard
AdTnlar Kosul

Antijen Geri-AlmO Borg (Biocare) pH 9,0
Bloke Etme Adnlar Avidin/Biyotin; peroksit

Test veya Kontrol 2,0 pg/mL
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Ad mlar Kosul

Maddesi

Seyreltici %?2 at serumu igeren PBS

Sekonder Antikor 10 pg/mL

Saptama Sistemi* Avidin-Biyotin-peroksidaz-Kompleksi; ABC
Labs)

Kromojen (Dako) DAB

DAB gelisme suresi 25k

Formalin ile fikse edilmis parafine gomilmis (FFPE) hasta pvaryan timor
biyopsileri ve ovaryan ksenogreft timdrleri mirin anti-FOLR1 antikoru klonu BN3.2

(Leica, Kat #NC1-L-FRalpha) ve Coulter firmasindan bir kontrol mulgG1 ile

boyanmisti. pH 9,5'lik tampon iginde antijen geri-almm@Ctakiben, lamlar %2 at
serum artJavidin ile bloke edilmistir. Lamlar PBS iginde ykanmstt ve bagl’]
sekonder antikoru saptamak igin oda sicakl[g nda 60 dakika boyunca anti-FOLR1

veya kontrol mulgG1 antikoru, akabinde biyotinlenmis anti-fare 1gG ile 30 dakika
ve avidin-biyotin-peroksidaz kompleksi ile 40 dakika ink(ibe edilmigtir. DAB (3,3-
diaminobenzidie tetrahidroklorir) ile 5 dakika boyunca inkibasyon renk sinyali ile
sonuclanm gt n. Lamlar hematoksilin ile karg -boyanm st T

FOLR1 boyama yogunludu ve dagdim paternleri, kontrol (spesifik-clmayan) 1gG
boyamasmha gore skorlanmigtin. Yogunluk, 0 ila 3 arallnda bir olgek Uzerinde
skorlanm($tr (0 = boyama yok, 1 = zaylf, 2 = orta ve 3 = glgld) ve dagiim fokal
(boyanm3$ hicrelerin <%25'), heterojen (boyanm3§ hlcrelerin %25-75) ve

homojen (boyanm $ hicrelerin >%75'i} olarak skorlanm gt .

FFPE ornekleri, asagda genel hatlariyla ozetlendidi Uzere, timor mikro
dizilimlerinden yedi farkl | tmdrden elde edilen insan dokusu bloklar ndan

turetilmistir.
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FFPE Test Ornekleri

insan TOmor Mikro Aclklama Ticari Kaynak
Dizilimleri (TMAS)

33 kanser tipinden 96 Biomax Kat#
Karma timor

cekirdek MC961
Biochain Kat#
=Ovaryan timor 64 cekirdek
T8235725
Biomax Kat#
NSCLC 80 gekirdek
LC806

_ 85 iki-kopya halinde  Biomax Kat#
*Kolorektal karsinom

cekirdek BCQ00110

insan Doku BloklarJ SaylO Ticari Kaynak
*Meme Tumoru 4

=Kolorektal Karsinom 4

*Qvaryan Tumor 4

*NSCLC 8 CHTN
=Pankreatik TUumor 1

=Renal Tumor 8

»SCCHN 14

FOLR1 test maddesi, murin anti-FOLR1 klonu BN3.2, huFQLR1 antijenini baglama
ozgulliguna belirlemek igin test edilmistir. Bildirilmis IHC boyama yontemleri
kullantarak, 300-19 FFPE kesitleri ve huFOLR1 (300-10/FOLR1) hlicre peletleri ile
transfekte edilmis 300-19 boyanmistr ve FOLR1 igin degerlendirilmistir. FOLR1
test maddesi spesifik olarak 300-19/FQLR1+ hicrelerini boyam(strn ve 300-19
hicrelerinde boyama olmamasCile sonuglanm gt (srasiyla, 3 homo ve negatif).
Bu sonuglar, klon BN3.2'nin huFOLR1 antijenini spesifik olarak hedef aldlg n_|
gdsterir (Sekil 1).
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BN3.2 antikoru ayrica, doku ornekleri Uzerinde FOLR1 ekspresyonunu saptamak
icin de kullaniimistin. Her bir test ve kontrol maddesinin dokular ve hiicre peletleri
ile immuno-reaktivitesi danigsman patolojist, Dr. David Dorfman, tarafndan
belirlenmistir. Hucre peleti kontrolleri ilk olarak doku orneklerini  takiben
degerlendiriimistir. Degerlendirilmis her bir doku igin, boyama yogunlugunun ve
boyama tekduzeliginin bir aglRlamas Jbildiriimistir. Boyama yogunlugu skoru ve
tekdlzeligi olgekleri asagda tarif edilir. Dederlendirilen her bir doku 6rnegdi igin
bildirilen nihai skor, test maddesinin skoru eksi ilgili kontrol maddesinin skorudur.
Her bir 6rnek icin ABC dlzeyi, boyama skorunu kalibre edilmis hicre peleti

kontrolleri ile kargllastirma ile tahmin edilmistir.

Yogunluk (boyama Tekdlizelik (boyanmTs hiicrelerin
miktar} say(s()
0 Negatij
1 Zay T 0 Negatif
2 Orta Fokal <%25
3 Guglu Heterojen (hetero) %25-75
3+ Cok Gugll Homojen {homo) >%75

Her hiicre igcin bagll antikorlar (ABC) degerleri, anti-FQLR1-Fikoeritrin, BD
Quantibrite Beads, ve aki3 sitometrisi kullandarak FOLR1-pozitif timor hucresi
hatlarC(KB, IGROV1, JEG3 ve OVCARZ3) igin belirlenmistir ve bunlarn farkiDABC
deferlerine sahip oldugu gosterilmistir (Sekil 2). Boyama kosullarDFOLR1 igin
optimize edilmistir, béylece FOLR1-pozitif timoér hicresi hatlarmdan hazrlanms
hicre peletleri IHC ile cesitlilik gbsteren boyama duzeyleri gostermistir. OVCAR3
hicre peletinin boyamas Jdusuk yogunluklu (1-2) heterojen boyama gdsterirken,
KB hicre peleti, yuksek yogunluklu ¢ok glgliu (3+) homojen boyama gostermistir,
IGROV1 hucre peleti, gucld (3) boyama gostermistir, JEG3 hlcre peleti, orta-
derecede (2-3) heterojen boyama g¢dstermistir. FOLR1 boyama yogdunlugu
egilimleri, bildirilen ABC degerlerine kars/lTk gelen hicre peletlerinden gozlenmistir,
burada OVCARS3 hicreleri 4.000 olan en dusuk ABC dederini gosterirken, KB
hacreleri 1.700.000 olan en yiuksek ABC degerini géstermistir, IGROV-1 hicreleri
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260.000 olan sonraki en yuksek ABC degerini gosterilmistir, JEG-3, 41.000 ABC
olan daha dusuk bir ABC dederi gOstermistir. Boyama sonuglarl ve ilgili ABC
degerleri asag§ daki tabloda listelenir.

Hucre hatlarCve ilgili hicre peletleri Gzerinde huFOLR1 icin ABC dederleri ve ilgili

boyama sonuglarll

FOLR1
Hicre Hatt |
ABC Skor
KB 1.700.000 3+ homo
IGROV1 260.000 3 homo
JEG3 41.000 2-3 hetero
OVCAR3 4.000 1-2 hetero

Capan-1, Jar, Hec-1-A, Hec-1-B, Ishikawa, NC| H292, BT474EEIl, PA-1, OV-90,
CaOv-4, CaOv-3, A2780, Ovcar-5, Ovcar-4, HCT-15, 786-O, NCI H838, NCI H
522, NCI H2110, NCI H1734, NCI H228 ve FU.OV-3'U igeren ilave hucre hatlarC
test edilmistir ve FOLR1 pozitif oldugu bulunmustur, ancak FOLR1 ekspresyon
dizeyleri ve anti-FOLR1 imminokonjugati | aktivitesine duyarlllik cesitlilik
gOstermistir. Referans amagclar! iigin, tutarll FOLR1 ekspresyonuna ve anti-FOLRA1
immunokonjugatlar na duyarl Tiga sahip olan hiicre hatlarrtercih edilir.

IHC yénteminin ovaryan karsinomlar ve kiguk hdcreli-olmayan akciger kanseri
(NSCLC) doku orneklerinde FOLR1 ekspresyonunu glvenilir bir sekilde
saptayabilmesi 0Ozellikle onemlidir. Sekil 3'te gosterildigi Uzere, FOLR1
ekspresyonu 2 hetero ila 3 homo arall@nda skorlanmg olan ovaryan karsinom ve
NSCLC &rneklerinde guvenilir bir sekilde saptanabilmistir. Bu érnekler i¢cin ABC
degerleri, 2 hetero olarak skorlanmig ornekler igin yaklas kK olarak 41.000 ila 3
homo olarak skorlanmig ornekler icin 260.000'dan daha buylk degerler aral § nda
olmustur. Sekil 4'te gosterildigi Uzere, yuksek boyama yodunlugu ve boyamann
tekdlizeligi de ovaryan karsinomlarda, akciger adenokarsinomlarnda ve
bronsiyoloalveoler karsinomlarda da goézlenmistir. Dahas’] NSCLC 6&rneklerinde

(Sekil 5) ve ovaryan karsinomlarda (Sekil 6) FOLR1 ekspresyonunun doku
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orneklerinde agi kKl 1 olarak membrana lokalize edildigi ilaveten bulunmustur.
Ekspresyon bundan ¢ok saylda &rnek aynl|zamanda farkl |timdr ornekleri
boyunca saptanmgtn. ilging bir sekilde, kolorektal, meme veya kiicik hiicreli
akciger tumodrlerinden elde edilen orneklerin hi¢ biri 2 heterodan daha bulyuk
skorlanmamistr.

Ornek 2

Bir KB ksenogreft modelinde benzer hedef-almayan konjugatlar ile
karg/lastrma halinde huMovi9-PEG4Mal-DM4 ve huMov19-SPDB-DM4

konjugatlarinin in vivo etkinligi

Hedef-almayan huC242-SPDB-DM4'e kiyasla FOLR1'I hedef alan vyar labilen
konjugat huMov19-SPDB-DM4 ve hedef-almayan huC242-PEG4Mal-DM4'e
kiyasla yarffamayan konjugat huMov19-PEG4-Mal-DM4, SCID fareleri igin
subkitan implante edilmis KB hicrelerinin {cok ylksek FOLR1 ekspresyonu,
mandel IHC ile 3+ homozigot) bir yerlesik ksenogreft modeli kullanlarak test
edilmistir. Fareler vicut agrd gna gore tedavi gruplarina randomize edilmistir ve
bunlara siasiyla, hlcre inokUlasyonundan sonra gun 3'te tek basna (SPDB
konjugatlar() ile veya hlcre inokllasyonundan sonra gunler 3'te, 10'da ve 17'de
haftada G¢ kere bir konjugatin 5 ve 10 mg/kg'Clile muamele edilmistir. Farkl[tedavi
gruplarinin medyan timdr hacmi Sekil 7'de grafik haline getirilir. huMov19-SPDB-
DM4 veya huMovI9-PEG4Mal-DM4 ile tedaviler PBS kontrol(ine kiyasla medyan
tiim&r hacminde bir diisis ile sonuglanmig iken, ilgili hedef-almayan konjugatin her
biri ile tedaviler herhangi bir anlaml etki Uretmemistir.

Ornek 3

OVCAR-3 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853 muamelesinin

doz-yanit anti-timor aktivitesi

IMGN853'lin anti-tumor etkisi, ovaryan karsinomun bir yerlesil subkitan ksenogreft
modelinde degerlendirilmistir. SCID fareleri sag yanlarina subkutan olarak enjekte
edilen OVCAR-3 ovaryan karsinom hiicreleri (1 x 107 hiicre/hayvan) ile inokiile
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edilmigtir. Tumorler yaklag K 100 mm3 olan boyuta ulast g nda (tumor hicresi
inokllasyonundan 21 gln sonra), fareler rastgele dort gruba bdélinmistur (ger
grup igin 6 hayvan). Farelere 1,2, 25 veya 5,0 mg/kg'da IMGN853'lin bir tek
intravendz enjeksiyonu ile muamele edilmistir. Hayvanlarin bir kontrol grubu,
PBS'nin bir tek intravenéz enjeksiyonunu alm(ste. Timor blylUmesi, haftada iki
kere timor boyutunu dlgme ile izlenmistir. TUmor boyutu forml ile hesaplanm $t T

uzunluk x genislik x yikseklik x %.

IMGN853, hem 2,5 hem de 5,0 mg/kg doz dlUzeylerinde (Sekil 8) timor biylimesi
inhibisyonu (T/C = %0) a¢ sindan OVCAR-3 tlimdrlerine karg _hayli aktiftir (maniel
IHC yontemleri kullanilarak 3'l0k homozigot IHC skoru). 5,0 mg/kg'da IMGN853 ile
muamele edilmis 6/6 farede tam tumadr regresyonlarl (CR) vardir. 2,5 mg/kg doz
duzeyinde IMGN853 ile muamele edilmis 6/6 farede parsiyel tUmor regresyonlar: |
(PR} ve 4/6 farede CR vardir. IMGN853, 1,2 mg/kg doz duzeyinde aktiftir, bu 2/6
PR ve 1/6 CR ile, %18'lik bir T/C ile sonug¢lanmigtii. NCI standartlar ia gore, %10
ila %42 arasindaki T/C degerlerinin aktif oldugu disdnilir, %10'dan daha az olan

T/C'nin hayli aktif oldugu disdndildr.
Ornek 4

IGROV-1 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853 muamelesinin

doz-yanit anti-tumor aktivitesi

IMGNB853'lin anti-timor etkisi, ovaryan karsinomun bir yerlesil subkiitan ksenogreft
modelinde degerlendiriimistir. SCID fareleri sag yanlarina subkitan olarak enjekte
edilen IGROV-1 ovaryan karsinom hiicreleri (1 x 10’ hiicre/hayvan) ile inokiile
edilmistir. Tumorler yaklask 100 mm3 olan boyuta ulastgnda (tumor hucresi
inokulasyonundan 7 gln sonra), fareler rastgele dort gruba bolunmustir (ger grup
icin 6 hayvan). Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0 mg/kg'da IMGN853'Un bir tek intravendz
enjeksiyonu ile muamele edilmistir. Hayvanlarm bir kontrol grubu, PBS'nin bir tek
intravendz enjeksiyonunu almigtr. Tamoér blyUmesi, haftada iki kere tumor
boyutunu dlgme ile izlenmigtir. TUmor boyutu formul ile hesaplanmigtir: uzunluk x
genislik x ylkseklik x 2.
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IMGN853, hem 2,5 hem de 5,0 mg/kg doz diuzeylerinde IGROV-1 tumdrlerine
karsl hayli aktiftir (mantel yontemler kullan larak 3'liik homozigot IHC skoru), bu
her iki doz dizeyi igin de %5'lik T/C degeri ile sonuglanmistir (Sekil 9). Srasyla
2,5 ve 5,0 mg/kg gruplarnda 5/6 ve 6/6 farede parsiyel tumor regresyonlar vard(n.
IMGN853, 1,2 mg/kg dozda inaktiftir (T/C = %47).

Ornek 5

OV-90 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853 muamelesinin

doz-yanit anti-tumor aktivitesi

IMGN853'Un anti-tumor etkisi, ovaryan karsinomun bir yerlesil subkutan ksenogreft
modelinde dederlendirilmistir. SCID fareleri sag yanlarina subkutan olarak enjekte
edilen OV-90 ovaryan karsinom hucreleri (1 x 107 hucre/hayvan) ile inokile
edilmistir. Tumorler yaklask 100 mm3 olan boyuta ulastgnda (tumor hucresi
inokdlasyonundan 13 gln sonra), fareler rastgele dort gruba bélinmistir (ger
grup icin 6 hayvan). Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0 mg/kg'da IMGN853'lin bir tek
intravendz enjeksiyonu ile muamele edilmistir. Hayvanlarin bir kontrol grubu,
PBS'nin bir tek intravendz enjeksiyonunu almi$tr. Hayvanlarm bir kontrol grubu,
aynOplanlamada intravendz olarak uygulanm(s PBS almstn. Tumor buyumesi,
haftada iki kere tiumdr boyutunu olgme ile izlenmigtir. TUmor boyutu formual ile

hesaplanmistin: uzunluk x geniglik x yikseklik x 2.

IMGN853, hem 2,5 hem de 5,0 mg/kg doz dizeylerinde OV-90 timdorlerine kars |
hayli aktiftir (mandel yontemler kullanTarak 3'luk hetero-homo IHC skoru), bu
srasiyla %36'1k ve 181k T/C degerleri ile sonuglanmstr (Sekil 10). iki hayvan,
5,0 mg/kg grubunda parsiyel tomor regresyonlara sahiptir; tedavi gruplarnn
herhangi birinde baska tumor regresyonu yoktur. IMGN853, 1,2 mg/kg dozda
inaktiftir (T/C = %77).

Ornek 6

SKOV-3 insan ovaryan karsinom ksenogreftlerinde IMGN853 muamelesinin

doz-yan[ anti-timor aktivitesi
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IMGNB853'lin anti-timdor etkisi, ovaryan karsinomun bir yerlesil subkiitan ksenogreft
modelinde degerlendiriimistir. SCID fareleri sag yanlarina subkitan olarak enjekte
edilen SKOV-3 ovaryan karsinom hicreleri (1 x 10" hiicre/hayvan) ile inokile
edilmistir. Tumorler yaklask 100 mm3 olan boyuta ulastgnda (tumdr hicresi
inokllasyonundan 26 gln sonra), fareler rastgele dort gruba boélinmuastir (ger
grup icin 6 hayvan). Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0 mg/kg'da IMGN853'Un bir tek
intravendz enjeksiyonu ile muamele edilmigtir. Hayvanlarin bir kontrol grubu,
PBS'nin bir tek intraventz enjeksiyonunu almistr. Timdr biylmesi, haftada iki
kere tiimdr boyutunu élgme ile izlenmisgtir. TUmMér boyutu formiil ile hesaplanm gt

uzunluk x genislik x yukseklik x 2.

IMGN853, PBS kontrol grubuna paralel olarak IMGN853 ile muamele edilmis
tumorlerin buyumesi ile, tum dozlarda SKOV-3 tumorlerine karg! hayli inaktiftir
(manuel yontemler kullanTarak 1-3'ltk fokal IHC skoru) (Sekil 11). Gergeklestirilmis
veri analizi yoktur ve cal sSma bu modelde IMGN853 inaktivitesine dayanarak erken
sonlandpimistm.

Ornek 7

KB insan servikal adenokarsinom ksenogreftlerinde IMGN853 muamelesinin

doz-yanit anti-tumor aktivitesi

IMGN853'in  anti-timoér  etkisi, bir yerlesik subkitan ksenogreft servikal
adenokarsinom modelinde degerlendirilmistir. SCID fareleri sag yanlarina
subkitan olarak enjekte edilen KB servikal adenokarsinom hiicreleri (1 x 10°
hacre/hayvan) ile inokdle edilmigtir. Tumorler yaklas’k 100 mm3 olan boyuta
ulastidmnda (tumor hicresi inokilasyonundan 7 gun sonra), fareler rastgele dort
gruba bdélinmuUstdr (ger grup igin 6 hayvan). Farelere 1,2, 2,5 veya 5,0 mg/kg'da
IMGN853'ln bir tek intravendz enjeksiyonu ile muamele edilmistir. Hayvanlarn bir
kontrol grubu, PBS'nin bir tek intravendz enjeksiyonunu alm(gti. Timor blylmesi,
haftada iki kere tiumdr boyutunu olgme ile izlenmigtir. TUmor boyutu formul ile
hesaplanmigtir: uzunluk x genislik x yukseklik x 2.
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IMGN853, hem 2,5 hem de 5,0 mg/kg doz duzeylerinde tumor buyumesi
inhibisyonu ag/sindan KB tumdrlerine kars! hayli aktiftir (Sekil 12). 5,0 mg/kg'daki
altfarenin alt's ve 2,5 mg/kg tedavi grubundaki alt farenin besi CR'lere sahiptir ve
calSmanin sonuna {gun 120've) kadar tumérsiz kalmistm 1,0 mg/kglk diz,
aktiftir, bu %37'ik bir T/C ile sonuglanlr, ancak burada parsiyel veya tam

regresyonlar yoktur.

Ornek 8

Formalin ile fikse edilmis parafine gomuilmiis (FFPE) 6rneklerde FOLR1'in

immunohistokimyasal boyamas| - otomatiklestirilmis yontemler.

IHC boyama analizi, test maddesi olarak Novocastra FOLR1 antikorunu
(Novocastra/Leica Kat # NCI-L-FRalpha, klon BN3.2) ve Leica Bond RX
otomatiklestiriimis boyay ¢iyriceren IVD s | reaktiflerini kullanr. Bagltest veya
kontrol maddesi, bir post primer reaktif (tavsan anti-fare 19G), akabinde bir polimer
reaktif (ke¢i anti-tavsan polimeri) ve 3,3-Diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB)
kromojenini iceren Leica Bond Refine saptama sistemi ile inkiibasyon ile
saptanm3tir. FFPE &rnekleri, yukarida genel hatlarCile dzetlendigi Uzere (Leica
seyrelticisi FOLR1 icinde seyreltme ile hazidanm(g) primer antikorun belirtilmis

konsantrasyonu (konsantrasyonlar) ile boyanmIstr.

IHC Antikorlar|
Test Folat Reseptoru Alfa (Novocastra/Leica Kat # NCI-L-
es
. FRalpha, Lot 159506), murin, klon BN3.2, s ¥[konsantre:
maddesi’
75 pg/mL
Kontrol IgG1 (Beckman Coulter Kat.# 6602872, Lots2S7SPS04-
ontro
; 23 ve 2575PS04-26) stok konsantrasyonu:1 mg/mL,
maddesi"

murin, klon 2T8-2F5

Leica Bond RX kullanian FFPE Analiz Ydntemi
Adm’ Etki Siire



10

61

Adm’ Etki Siire
F Fnlama Soakl k: 60°C 30 dakika

Mumundan Arndrma Bond Mumdan Arnd rma Cozeltisi Fikse

Edilmig
%100 Etanol Fikse
Edilmig
Antijen Geri-Alim[ Bond ER2 20 dakika
Endojen Peroksidaz  Peroksit (Refine kit bileseni) 5 dakika
Bloku
Test Maddesi Leica seyrelticisi iginde 1,9 pg/mL 15 dakika
FOLR1
Saptama Post Primer Reaktif (Refine kit) 8 dakika
Polimer (Refine kit) 8 dakika
Karma DAB (Refine Kit) 10 dakika
Kars -Boyama Hematoksilin (Refine kit) 5 dakika

Boyanmig tim &rnekler degerlendirilmistir ve skorlanm st n. Kontrol drnekler ilk
olarak degerlendirilmistir, bunu test érnekleri (TMA'lardan tam kesitler ve miinferit
cekirdekler) izlemigtir. Degerlendirilen her bir timor dokusu veya hiicre peleti igin,
boyama yogunlugunun bir a¢lklamas/lve boyanan timaér hicrelerinin ilgili oran |
bildiriimistir. Membran iliskili boyama her bir érnek icin kaydedilmistir. iki kopya
halindeki skorlar bir hastadan degerlendirildiginde, yalnzca daha yuksek skor
analize dahil edilmistir. Skor yalnzca sitoplazmik boyamay[ tarif ettiginde, nihai
skor sir (0) olarak bildirilmistir. Yogunluk ve tekdizelik, asagda tabloda genel
hatlaryla tarif edildigi sekilde her bir 6érnek icin verilmistir. Boyama yogunlugu ve
dadlim paternleri, (spesifik-olmayan) kontrol IgG boyamasina kyasla
skorlanmigtlr. Yogunluk O ila 3 arallgndaki bir dlgek (0 = boyama yok, 1 = zaylf, 2
= orta ve 3 = guglu) Uzerinde skotlanmigtir ve dagllim, fokal (boyanm g hucrelerin
<%25'), heterojen (boyanmg hucrelerin %25-75') ve homojen (boyanm'$
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hacrelerin >%75'i) olarak skorlanmigtin. Normal dokuda, yogunlugu ve oran! |

hesaplarken yalnizca tan mlanm g alt-yap lar degerlendirilmistir.

Yogunluk ve Tekdiizelik Olcekleri'nden Qlusan IHC Skorlama Sistemi
Yogunluk (boyann parlakliq)

Gozlenen Yogunluk Yogunluk Kategorisi  Bildirilen Yogunluk

0 Negatif 0
0-1 Cok Zay( 1

1 Zay!fl

1-2 Zay!fiila Orta

2 Orta ’
2-3 Orta ila Guglu

3 Guglu ’

Tekdizelik (boyanm$ hiicrelerin ylizdesi-yaln zca membran)

0 Negatif
Fokal <%25
Heterojen (hetero) %25-75
Homojen (homo) >%75
5
FFPE tomor ornekleri, yukarda genel hatlariyla ézetlendigi Uzere, timor mikro
dizilimlerinden aynlzamanda yedi farklOtumorden insan dokusu bloklar ndan
taretilmistir.
10 FFPE Test Omekleri: TMA'lar
Anatomik Tedarik¢i Katalog # Kod Her Hasta Hastalarn
Yer icin Toplam
Cekirdeklerin #'s[]
SaysC

Bobrek Pantomics KIC1501 P-T- 2 69
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Anatomik Tedarikci Katalog # Kod Her Hasta Hastalarin

Yer icin Toplam
Cekirdeklerin #'s[]
SaysC

ARR-
KID-
122711-
1

Akciger  Pantomics LUC1501 P-T- 2 70
ARR-
LNG-
122711-
’

Akciger  Tristar 69571059/TA1249 P-T- 1 110
ARR-
OVA-
122711-
’

Over Biochain T8235725-5 P-T- 1 62
ARR-
OVA-
122111-
1

Over Pantomics OVC1501 P-T- 2 70
ARR-
OVA-
122711-
’

Over Tristar 69571091/TA1322 P-T- 2 96
ARR-
OVA-



Anatomik Tedarikci Katalog #

Yer

Uterus
(Endo-

metriyum)

Cesitli

Organ

Over

Pantomics EMC1501

Pantomics MTU481

64

Kod Her Hasta Hastalarin
icin Toplam
Cekirdeklerin #'s[]
SaysC

010912-

’

P-T- 2 70

ARR-

EME-

122711-

1

P-T- 1 48

ARR-

122711-

1

FFPE Test Ornekleri: Tam Kesitler

Kod Kaynak

1 Bilinmiyor

2 Proteogenex
3 CHTN

4 CHTN

5 CHTN

6 Proteogenex
7 Proteogenex
8 Proteogenex

Tan (Kaynak Belgelemesi uyar nca)
endometroid adenokarsinomu
endometroid adenckarsinomu

adenokarsinom, endometriod 6zellikleri ile

karsm?s, seroz ve berrak

adenokarsinom, karma papiller ile ylksek
grad, serdz, endometrioid ve berrak hicre

alanlar/ |

seroz papiller adenokarsinom
seroz adenokarsinom

seroz papiller adenokarsinom

serdz papiller adenokarsinom
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Organ Kod Kaynak Tan_(Kaynak Belgelemesi uyar nca)
9 CHTN serdz papiller adenokarsinom
10 Proteogenex seroz papiller adenokarsinom
Lung 1 CHTN adenokarsinom, kotu bir sekilde farkllasmis

2 CHTN : adenokarsinom, asiner, bronsiyoloalveoler

ozellikler ile iyi farklTagm 3

3 CHTN adenokarsinom, musindz ozellikler

4 CHTN adenokarsinom

5 CHTN adenokarsinom

6 CHTN adenokarsinom (brongiyoloalveoler)
karsinom

7 CHTN adenokarsinom

8 CHTN adenokarsinom, berrak hucre ozellikleri ile

orta derecede farkllasm(s
9 CHTN adenokarsinom

10 CHTN skuamoéz hiicreli karsinom

Hlcreler (tamaér hicreleri veya transfekte edilmis hicreler) formalin ile fikse
edilmigtir ve parafine gomiulmustir (FFPE). FFPE hicre peleti érneklerinin gesitlilik
gosteren FOLR1 ekspresyonu aralKlarsergiledigi ak s sitometrisi ile gosterilmistir
ve normal insan dokularJpozitif ve negatif kontrolleri karakterize etmek igin ve
ozgulluk analizi i¢in bu calSmada kullanImi$tn Cesitlilik gosteren FOLRA1
dizeyleri gosteren hucre peletleri ve ilgili skorlar asagida bildirilir. Hucre
peletlerinde boyama skorlarCve ilgili FOLR1 ekspresyon dlzeyleri (kalibre edilmis
akig sitometrisi ile belirlenmis, her hicre igin baglJantikor, ABC) aras nda zay(f bir
korelasyon vardr. Ornegdin, 1-3'liik bir hetero skor, sfaslyla 40.098 ve 565.481
ABC degerleri gosteren SW620 ve IGROV-1 igin verilir. ilave olarak, 1,5 milyonluk
bir ABC dederi gosteren Hela huicreleri 2-3'lUk bir hetero skor ile sonuglanm g iken,
830.003 ABC gosteren 300.19/FR1 3'luk bir daha yuksek homo skor vermistir.
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1,9 pg/mL'lik bir Test Maddesi Konsantrasyonunda Hucre Peletleri igin Nihai

Skorlar

Hiicre Hatt[] *ABC Degeri Boyama Skoru
SW620 40.098 1-3 hetero
T47D 97.576 1-2 hetero
IGROV-1 565.481 1-3 hetero
300.19/FR1 830.003 3 homo

HELA 1.500.587 2-3 hetero

KB 4.000.000 3 homo

2 Bildirilen ABC Degeri, hiicre popllasyonunda her hiicre icin baglCantikorlar i bir
ortalamas d T ve asagdaki sekilde belirlenmistir: 1,0 x 10 M1k bir anti-FOLR1-PE
(1:1}) konsantrasyonu, aklg sitometrisi yontemleri ve Quantibrite™ Beads (BD
Biosciences) kullan(larak ilgili hticre hatt Jlzerinde ABC dederlerini belirlemek igin
kullanImistr.

Akls sitometrisi histogramlar(, her hiicre icin badll anti-FOLR1'in sayisina (FOLR1
ekspresyon duzeyine) kars! Ihticrelerin dagiimini temsil eder. Hem histogramlar
hem de ilgili IHC boyama sonuglari, bu hicre hatlarinim her birinin hiicrelerin genig
bir FOLR1 ekspresyon aral § na sahip olan bir heterojen populasyonunu igerdigini
gosterir. Hem bir tekduze ak$ sitometrisi histogramihem de IHC boyama skoru
gosteren 300.19/FR1 hicre hattCistisnad 1. Bu veriler, FOLR1'in daha tekdize bir
dizeyini eksprese eden her bir hicre hattm ABC degerleri ve ilgili boyama
skorlarCaras ida daha iyi bir korelasyon saglayabilecegini éne surer. Analizin tim
FOLR1-pozitif hiicre peleti kontrollerinde pozitif boyama géstermesine ragmen, bu
hicre peletlerinin ¢odundan elde edilen boyama skorlard ve ilgili FOLR1
ekspresyon duzeyleri aras nda zay fl bir korelasyon vardir. Bundan dolayl, bu
gruptan hucre peletleri yiksek dlzeyde-, orta duzeyde- ve disik duzeyde-
eksprese eden kontroller olarak tan mlanamaz. Hucre hatlarnda IHC ve ak's
sitometrisi ile FOLR1 ekspresyonunu gosteren ilgili fotograflar ve histogramlar
SEKIL 13'te gosterilir.
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Analiz kosullarinl |belirlemek igin, test ve kontrol maddesinin seyreltmelerinin bir
arall@l duyarliligin uygun bir dlzeyini gosteren kosullar isecmek icin test etmistir.
Deneyler FOLR1-pozitif hiicre peletlerini iceren FFPE &rneklerinin bir paneli ve
FOLR1 pozitif ve negatif normal dokulardan (adrenal (korteks/medulla), memeden
(kanallar ve lobuller/bag dokular), fallop tupinden (ylzey epitelyumu/kas duvari,
bobrekten (tibuller/ glomertiller), akcigerden (tip I/ll pnomositler/interalveoler bag
dokular), pankreastan (kanallar/ Langerhans adacZXlarl), tOkOrik bezinden
(kanallar/stroma), ciltten (ekrin bezler/epidermis), mideden (ylzey epitelyumu/sub-
mukoza)) ve timor dokular(m tam kesitlerinden {10 ovaryan timér drnegi ve 10
akciger tumort érnegdi) olugan bir TMA (zerinde gergeklestirilmistir. Her bir 6rnek
test maddesi konsantrasyonlarinin bir seri seyreltmesi (0,25, 0,5, 0,9, 1,9, 3,8 ve
7,5 ug/mL) veya 1,9 pg/mL veya 3,8 pyg/mL olan kontrol maddesi konsantrasyonu
ile boyanmigtin. Her bir seyreltme i¢in baglll boyama yogdunluklar | optimal
seyreltmeyi tanimlamak amac yla her bir drnek igin karsllastinimistin. Optimal
seyreltme igin kriterler, 1) izotip kontrol ile boyanan orneklerde arka-plan
boyamaya neden olmayan, 2) test maddesi ile boyanan negatif doku kontrollerinde
boyamaya neden olmayan ve 3) s&z konusu endikasyonu temsil eden test
ornekleri (ovaryan tumor, endometriyal timoér, NSCLC timort ve bobrek timoru
FFPE dokularly arasifida membran-iligkili FOLR1 ekspresyonunun ¢esitlilik
gosteren duzeylerini birbirinden aylrt eden bir seyreltmedir. Degerlendirilen test
maddesinin bes seyreltmesinden, 1,9 pg/mL'lik konsantrasyon, Leica Bond RX
otomatiklestirilmig protokolleri (Fininlama ve Mumundan Arindirma Protokoll, 20
dakikallk protokol icin ER2 kullanilan HIER ve Ekstra Durulamalar ile-boyama
protokoll IHC F) kullanilan boyama sonuglarinda en iyi dinamik arald |
gostermistir.

Ornek 9

Analiz-otomatiklestiriimis boyama  yontemlerinin  dinamik arali@m™

karakterize eden kontrollerin tan mlanmas_ve karakterizasyonu

Kalite kontrolleri: insan normal tikirlk bezi, akcijer ve pankreas, boyama
prosedlrinin beklendigi sekilde gerceklestigini dogrulamak i¢in her bir analizde
kullanilacak olan pozitif doku kontrolleri olarak tanimlanmstr. insan normal
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6zofagusu, bir negatif kontrol olarak tanimlanm gt . Bu kontroller asag da oldugu
sekilde karakterize edilmigtir: analizin dinamik aralid n | kapsayan kontrolleri
olusturmak igin, analizin dinamik aral @ n 1g0stermesi beklenen bir ka¢ FOLR1
pozitif ve negatif normal doku orneginden olusan bir doku mikro-dizilimi (TMA)
5 optimizasyon ve validasyon fazlar_sdasinda bir analiz dogrulama kontroli olarak
kullanmistr. Bu TMA'da tanimlanmig yapSJolan dort normal doku, asagda
oldugu Uzere uygun analiz kontrolleri olarak tanmlanmi$tr: normal insan
akcigerinin respiratuvar epitelyumu (2'lik homo skor); normal insan pankreasmin
kanallar[X3'lik homo apikal skor); normal insan tlkurik bezinin interkalar kanallar ™
10 (1-2'lik heteroskor) ve normal insan 6zofagusu (0'llk skor). Toplamda 4 analiz
yUritmesi uUzerinden, bu TMA'dan tanimlanm § uygun analiz kontrolleri 6zdes
sonuglar vermistir. Bu sonuglar, secilmis kontrollerin tutarll sonuglar verdigini ve

analizin dinamik aral § n. kapsad § n. gosterir.

15 Analizin Dinamik AraligmrKapsayan Kontroller Olarak Tanmlanm’s Normal
Dokularindaki Yapiar

Normal Sub-yap | Boyama Skoru Boyama Skoru

Organ (kontrol maddesi) (test maddesi)

Ozofagus  TUm yapllar 0 (negatif) 0 (negatif)

TUkUriik interkalar 0 (negatif) 1-2 hetero

Bezi kanallar

Akciger Respiratuvar 0 (negatif) 2 homo
Epitelyum

Pankreas Kanallar 0 (negatif) 3 homo apikal

Apikal boyama, polarize tekdize-olmayan membran boyama olarak tan mlanin.

20 Ornek 10

Otomatiklestirilmis boyama yonteminin performans analizi.
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Bu analizin hedeflenen kullanim! spesifik olarak, ovaryan, endometriyal, NSCLC
ve bobrek FFPE timdr dokularimda membran-iligkili FOLR1 ekspresyonunun
(optimal dinamik aral' g n) cesitlilik godsteren dizeylerini ve cesitliik gosteren
tekdlzeligini ayrt etmek icin yeniden-uretilebilir bir sekilde ve uygun duyarllik ile
FOLR1'i saptamaktr. Bundan dolay[] 6zgullik, yeniden-uretilebilirlik ve duyarllk

performans kriterleri olarak distnulmustar.

Calsma analizinin 6zgulligu ve duyarldigl, normal doku boyamasnm énceden
bildirilen sonuglar i¢in ¢aligma analizi ile karg Tagtrlimas Jile degerlendirilmistir. Bu
caligmadan elde edilen boyama sonuglarl,) FFPE normal dokusu ile Scorer et al
2010 (A Full Immunohistochemical Evaluation of a Novel Monoclonal Antibody to
Folate Receptor-alpha. The Novocastra Journal of Histopathology, REAGENTS:
2010(3):8-12, ayn lantikor klonu BN3.2'yi tarif eder) ve taze dondurulmus normal
doku (ImmunoGen Report IMH28-003) uzerinde IMGN853 (huMov19 (M9346A)
antikoru) kullanman Doku Capraz Reaktivite (TCR) c¢allSmasndan elde edilen
karsiik gelen boyama sonuclarUile karslastrimgtr. Her bir yéntemden elde
edilen boyama sonuclarinn karslast oimas_) Scorer analizinin en az duyarl olmas_)
callSma analizinin (IMH28-011) ara duzeyde duyarlllifa sahip olmasCUve TCR
¢aliSma yobnteminin en duyarlColmasl(ile, farkllk gdsteren bag Ilduyarl IIRlar ile U¢
analizin genel olarak benzer normal doku boyama profilleri gosterdigini gosterir.
Yalnizca iki daha duyarlllydntemde (¢al 3ma analizi ve TCR analizi) bazllyap Tar
pozitif boyama gostermigtir. Ayn_zamanda ¢allgma analizinde ve TCR ydnteminde
de pozitif olmayan, Scorer tarafindan kullanilan en az duyarli lolan analizde pozitif
boyamanin ornekleri yoktur. Bu sonuglar, ¢aligma analizinin 6zgulliginin ve
duyarlTignin normal dokularda FOLR1 ekspresyonunun degerlendirilmesi igin

uygun oldugunu gosterir.

Calsma analizinin 6zgulliglu ve duyarlligC ovaryan, endometriyal, NSCLC ve
bébrek tiUmorlerinden olugsan timdér TMA'larmm bir panelini (analizin amaclanan
klinik kullanimmm temsili olan bir 6érnek kimesini) boyama ve degerlendirme ile
ilaveten karakterize edilmistir. Pozitif boyama, beklendidi Uzere negatif veya pozitif
olan stroma, kan damarlar ! lenfositler ve normal organ dokusu boyamasinLigeren
normal bitisik doku bilesenleri ile tumoér dokusunu tutarl | bir gekilde lokalize
etmistir.  Ovaryan karsinomun veya NSCLC'nin her bir alt-tipi ig¢in, farkl |
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tedarikgilerden TMA'lar arasinda boyama skorlarn n dagllimi,| benzer bir skor
dad/lim! | gostermistir; bu, bu ydntemin c¢esitli fiksasyon ve isleme kosullarina
duyarll olmadigmni one surer. Dagllim paternleri TMA'lar arasinda benzer
oldugundan, farklC dizilimlerden veriler birlestiriimistir ve skorlar kategorize
edilmistir. Her bir alt-tip icin 20 veya daha fazla drnek igeren timor alt-tiplerinin bu
skorlarimn bir 6zeti asag(daki tablolarda listelenir. Bu tablolarda 6zetlendigi uzere,
skorlarm dinamik bir arald Jher bir timor tipi icin bildirilir ve bu analizin ovaryan,
endometriyal, NSCLC ve bdbrek FFPE tumér dokularinda membran-iligkili FOLR1
ekspresyonunun cesitlilik gdsteren dizeylerini ve c¢esitlilik gosteren tekduzeligini
aylnt etmek igin uygun duyarllik goOsterdigini gosterir. Serbz ovaryan n,
endometroid ovaryanin, NSCLC'nin, endometriyal karsinomun ve renal berrak
hicreli karsinomun temsili fotograflar | Sekiller 14-18'de saglan . Ornedin, bir
boyama kllavuzunda veya tan sal kitte yararl olan ilave temsili fotograflar Sekiller
23-25te gosterilir. Bu ¢alismalar, analizin spesifik oldugunu ve bir tan sal veya
eslik eden tanfsal reaktif olarak kullanmasrii¢cin uygun duyarliliga sahip oldugunu

gOsterir.

Ovaryan Tiimérlerin Baskh Alt-Tipleri igin Boyama Skorlar nn Ozeti
Alt-Tip Ornek (%) Say!s |

Toplam 2 3 22 21 1-3 Herhangi Negatif
hetero® hetero? hetero® fokal bir
Pozitiflik

Endometrioid 35 15 18 20 6 26 9
Alt-Tip Ornek Say s$(%)

Toplam 23 22 21 1-3 Herhangi Negatif

hetero® hetero® hetero® fokal bir

Pozitiflik
(100)  43) (51)  (57)  (17) (74) (26)
Miisin6z 29 2 4 5 0 5 24
(100)  (7) a4 an O a7 (83)

Seroz 129 44 92 92 8 100 29
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Alt-Tip Ornek (%) Say(s_

Toplam 2 3 22 z1 1-3 Herhangi Negatif
hetero® hetero® hetero® fokal bir
Pozitiflik

(100)  (34) (71) (71) (6) (78) (22)

"Fokal boyama paternleri dahil edilmemistir

NSCLC Tiimorleri i¢cin Boyama Skorlarinn Ozeti
Tip Alt-Tip Ornek Say/s| (%)

Topla 23 22 21 1-3 Herhan Negat

m heter hetero heter foka gi bir if
o° a o° I Pozitifli
k

Adeno- Tiimii® 67 17 39 42 5 47 20
karsino (100) (25) (58) (63) (7) 70 30
m

Belirtilmis 7 2 5 5 0o 5 2

Brongiyoloalveo 190y 29y 71y (1) (© (1)  (29)

ler
Skuam® Timi 74 1 4 6 6 12 62
z (100) (1) (9) (8) (8) (16) (84)
hiicreli
karsino
m

" Fokal boyama paternleri dahil edilmemistir

Belirtilmis bronsiyoloalveoler karsinom ornekleri dsnda tum adenokarsinom

ornekleri, dahil edilmistir.
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Endometriyumun Adenokarsinomu ve Bobregin Berrak Hucreli Tumorleri

icin Boyama Skorlarmmn Ozeti
Tumor/Alt-tip Ornek Say(s{%)

Topla 23 22 21 1-3 Herhang Negati

m hetero hetero hetero foka i bir f
a a a | Pozitifli
k
Endometriyum/Aden 58 5 23 30 10 40 18
o-karsinom (100) (9)  (40) (52) (17) (69) (31)
Bobrek/Berrak hiicre 34 0 9 23 6 29 5

(100) (0) (26) (68) (18) (85) (15)

Fokal boyama paternleri dahil edilmemistir

Callsma analizinin kesinligi, ovaryan, NSCLC veya bdbrek timérunan u¢ FFPE
tumor dokusu ornekleri kullanffarak analizin intra-yurtitme ve inter-yuritme
yeniden-uretilebilirligini degerlendirme ile arastriimistr, burada her bir érnek bir
yiiksek, orta veya disik skor gosterir. intra-yuriitme yeniden-iretilebilirligi icin, her
biri bir akciger, ovaryan ve renal tumor kesiti iceren dokuz lam Leica Bond RX
Uzerindeki rastgele dokuz lokasyona yerlestiriimistir. inter-yiritme yeniden-
aretilebilirligi igin, ayOornekten kesitler iceren u¢ lam Gg¢ farkl 1gun boyanmI(gtin.
Hem intra-yuritme hem de inter-yuriatme yeniden-uretilebilirlik deneylerinden tum
lamlar degerlendirilmistir ve her bir temsili &érnek igin es-deder boyama sonuglar |
gostermistir: akciger timor( (yiksek: 3 homo), ovaryan timér (orta: 2 hetero) ve
renal timor (disuk: 1-2 hetero). Bu veriler, disik, orta ve yliksek ekspresyon
dizeyi ile doku tipleri Ustinde yeniden-Uretilebilirlik gdstermistir.

Ornek 11

IHC ile 2 2 heterojen olan bir FOLR1 ekspresyon skoru, IMGN853 ile tedavi

icin bir hasta seleksiyon kriteridir.
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Tdmdr hicresi hatlarinda FOLR1-ekspresyon duzeyleri, bir antikor-PE konjugat’ |
(FR1-24-PE) ve QuantiBRITE sistemi kullanilarak belirlenmistir. Ug ovaryan
karsinom hucre hatt I(Igrov-1, Skov-3 ve Ovcar-3), bir koryokarsinom hicre hatt™|
Jeg-3 ve bir servikal karsinom huicre hatt _KB ¢al $Smaya dahil edilmistir. Glvenilir
ABC degerleri elde etmek igin, bir antikor-PE konjugatUile baglama deneyleri bir
satlire etme konsantrasyonunda (tim mevcut baglama yerlerinin konjugat
tarafmdan mesgul edildi§i konsantrasyonda) gergeklestiriimelidir. FR1-24-PE
konjugatT icin bu tarz konsantrasyonu belirlemek amaclyla, cesitli FOLR1
ekspresyonu olan FOLR1-pozitif hiicre hatlarinim bir paneli tzerinde baglama
deneyleri gerceklestirdik. Hiicreler buz {zerinde iki saat boyunca FR1-24-PE
konjugat nin genig bir konsantrasyon aralld lile inkibe edilmigtir, FACS tamponu
(%1 BSA ile PBS) ile ylkanmistir, PBS i¢inde %1 formaldehit ile fikse edilmistir ve
bir FACSCalibur akls sitometresi (izerinde analiz edilmistir. 1x10® M1k bir
konsantrasyonda, konjugat test edilen tim Igrov-1, Jeg-3, Skov-3, Ovcar-3 ve KB
hucre hatlarinda hucre yuzeyi baglama yerlerini sature etmistir. Bunu takip eden
baglama ABC-deneylerinde, FR1-24-PE konjugatC1x10® M'Ik konsantrasyonda
kullanImistr. Her bir drnek G¢ kopya halinde analiz edilmistir; her bir hlcre hattJ
uzerinde bir kag bagmsz deney gerceklestiriimistir. En yuksek ekspresyon,
4.000.000+£300.000'ik yaklask ABC degeri ile KB hlcreleri Gzerinde bulunmustur,
bunu s rasiyla 400.000+£85.000'lik ve 150.000+75.000'lik ABC degerleri olan Igrov-
1 ve Jeg-3 hucre hatlar( izlemigtir. iki hiicre hattl] Skov-3 ve Ovcar-3, dusik
FOLR1 ekspresyonuna, snasyla, 20.000+10.000'lik ve 7.000+4.000'lik ABC
degerine, sahiptir. ABC degerlerinde deneyden deneye anlaml bir varyasyon, Jeg-
3 hicreleri icin gdzlenmistir, burada ABC-degerleri 40.000 ila 300.000 aras nda
cesitlilik gostermistir. Diger analiz edilmis hlcre hatlarindan elde edilen ABC
dederleri daha az degisken oldugundan (asagdaki tabloya bakn(z), bu degiskenlik
bayuk olaslkla analiz degiskenliginden daha ziyade hucre hattnm bazCbiyolojik
ozelliklerini yans Im(St(r.

Hucre ABC (Ortalama * Deneyden Deneye Varyasyon

1)
hatt| | SD, n) Kay!tl En Yiiksek Kay!tll En Diisiik

ABC ABC
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Hiicre ABC (Ortalama * Deneyden Deneye Varyasyon
1)
hattC SD; n) Kay(tl _En Yiiksek Kay(tlCEn Diigiik
ABC ABC
KB 4.000.000 4.500.000 3.800.000
300.000, 4
Igrov-1 400.000 £ 85.000, 5 480.000 280.000
Jeg-3 150.000 £ 75.000, 260.000 40.000
14

Skov-3 20.000 £ 10.000 28.000 10.000
Ovcar-3 7.000 £ 4.000 10.000 4.000

'SD - Standart sapma; n - bagimsiz deneylerin say/s|
ABC degerleri, FR1-24 PE-etiketli antikor ile bir FACS temelli analiz ve
QuantiBRITE sistemi ile belilenmistir. Ortalama + Standart Sapma

(SD) bag ms Z deneyler igin hesaplanm st T.

IMGN853'Un potensi ve o6zgullugu, genis bir FOLR1 ekspresyon arallg 1olan
FOLR1-pozitif hicre hatlarina karsl) analiz edilmistir (hlcre hatlarinin ABC
dederleri, yukarda saglanr). Buna ek olarak, FOLR1-negatif hiicre hatlari |
Namalwa ve SW2 deneylere dahil edilmistir. IMGN853, siraslyla 0,10+0,01 nM'l k,
0,50+0,07 nM'Ik ve 1,00+£0,05 nM1Kk ICso degerleri ile, yiksek FOLR1
ekspresyonu olan KB (4.000.000+£300.000 ABC), Igrov-1 (400.000+85.000 ABC)
ve Jeg-3 (150.000+£75.000 ABC) hucrelerine karsO hayli sitotoksiktir. Modifiye
edilmemis huMov19 (M9346A) antikorunun (0,5 pM) fazla bir miktarCkonjugatm
potensini gbze carpan bir sekilde tipik spesifik-olmayan duzeylere (10 ila 20-kat)
dugirdaginden, ¢ hiicre hattnn timine kargOhucre-6ldiurme aktivitesi FOLR1-
bagmldin. IMGN853, disuk-dizeyde FOLR1 eksprese eden Skov-3 ve Ovcar-3
hacrelerine (slraslyla, 20.000£10.000 ve 7.000+4.000 ABC) karg _Jve 2 nM'dan
daha blydk olan ICsy dederlerine sahip olan FOLR1-negatif hiicreler Namalwa'ya
ve SW2'y karsg! yaln zca marjinal olarak aktiftir. huMov19 (M9346A) ile bloke etme
bunu etkilemediginden, IMGN853'Un bu hucre hatlarim karsisitotoksik aktivitesi
dusiktur ve FOLR1-bag mirdegildir. Bakmn z, Sekiller 19 ve 20.
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Fare ksenogreft timdr modellerinden hazirlanan FFPE &rnekleri, yukarida tarif
edilen optimize edilmis ve valide edilmis analiz kullanfarak FOLR1 pozitifligi igin
degerlendiriimistir. Kontrol maddesi ile boyanm(s herhangi bir ksenogreft 6rnedinin
timor hicrelerinde boyama gorulmemistir. Asagdaki hucre hatlarndan turetilen
FFPE fare ksenogreft dokular_Jasad(daki boyama paternlerini gostermistir: Igrov-1,
KB ve NCI-H2110, dizey 3 yogunluklu homojen boyama paternleri gostermistir;
Ishikawa ve Ovcar 3, dizey 3 yogunluklu heterojen boyama paternleri géstermistir;
LXFA737, diizey 2 yogunluklu homojen boyama paternleri gostermistir; OV-90,
dilizey 2 yogunluklu heterojen paternler gostermistir ve SKOV3, negatiftir. TUmor

ksenogreftlerinin temsili fotograflar ,| Sekiller 21'de ve 22'de saglan .

Parental Hucre Hatt™ Hastalk Nihai Skor Boyama
veya Tumor FragmanJ Endikasyonu kategorisi
IGROV-1 Ovaryan kanser 1-3homo 3 homo
1-3 homo
1-3 homo
Ishikawa Endometriyum 2-3 hetero 3 hetero
kanseri 1-2 hetero/3
fokal
2 hetero/3
fokal
2 hetero/3
fokal
KB Servikal kanser 3 homo 3 homo
3 homo
LXFA737 NSCLC 2 homo 2 homo
2 homo

NCI-H2110 NSCLC 2-3 homo 3 homo
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Parental Hiicre Hatt | Hastallk Nihai Skor Boyama

veya Tumor Fragman_J Endikasyonu kategorisi
2 homo

OVv-80 Ovaryan kanser  1-2 hetero 2 hetero
Negatif®

OVCARS3 Ovaryan kanser 1-3 hetero 3 hetero
1-3 hetero

SKOV-3 Ovaryan kanser  Negatif Negatif
Negatif

Bir boyama esik-degeri (=2 heterojen), hem minimal bir ekspresyon diizeyi
(boyama yogunlugu) hem de minimum boyama dagdIim J(FOLR1 eksprese eden
timor hicrelerinin ylzdesi) gerektirir. Preklinik veriler, ovaryan karsinomda bu
esik-degeri icin dogrulama sadlar. = 2 heterojen IHC skorlarColan fare ksenogreft
timor ornekleri IMGN 853'e in vivo duyarllllk gosterir. Fare ksenogreft ovaryan
timor modellerinden hazirlanan FFPE o&rnekleri yukarida tarif edilen optimize
edilmis ve valide edilmis analiz kullanlarak FOLR1 pozitiflii igin
degerlendirilmistir. [ki ovaryan karsinom ksenogreft modeli OVCAR-3 ve IGROV-
1, duzey 3 yogunluklu bir heterojen veya homojen boyama paterni géstermistir.
OV-90 ovaryan karsinom hucrelerinden turetilen ksenogreft model dizey 2
yogunluklu bir heterojen boyama paterni gostermistir; Skov-3 ovaryan karsinom
modeli, FOLR1-negatiftir. IMGN853, dizey 3 FOLR1 yogunluklu iki ovaryan
modelde hayli aktiftir ve dizey 2 FOLR1 yogunluklu OV-20 modelinde aktiftir.
SKOV-3 modelinde aktivite gézlenmemigtir. Ksenogreft modeller ayr¢a, akciger,
endometriyum ve servikal tumdorleri iceren diger hastallk endikasyonlarCigin de
dederlendirilmistir ve aktivite ve FOLR1 boyama skorlarUarashda korelasyonlarin

saptanmaslna ragmen, ilave orneklerin test edilmesi gerekir.

FOLR1 ekspresyonu duzeyine kargl ovaryan tumor ksenogreft modellerinin
IMGN853'e duyarlligr
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Ksenogreft in vivo aktivite (5 mg/kg Yogunluk skoru,
IMGN853, tek doz) dagimC
OVCAR3 Hayli aktif 3 homojen
IGROV-1 Hayli aktif 3 homojen
OV-90  Aktif 2 homojen
SKOV-3  inaktif Negatif

FOLR1 ekspresyonu duzeyine kars™ diger tumoér ksenogreft modellerinin

IMGN853'e duyarlligr—
Ksenogreft Tumor tipi in vivo aktivite (5 Yogunluk
mg/kg IMGN853, tek skoru, dag lim| |
doz)
NCI-H2110 NSCLC Hayli aktif 3 homojen
Ishikawa  endometriyum Inaktif 2 homojen
KB Servikal Hayli aktif 3 homojen
5
DIiZILER
SEQ ID NO: 1 - insan folat reseptdri 1
I\I-“al'J'R.‘»I'I FOLBLLLY O Y AVVOEAGTRIMVW AT D NVOVNARHUKVRPGIEDR LT QOR
PWRASNACCOSENINOE AHRDVSYLYRENWN D UGEMAPALC KREFIQDTUL YFOSPR LW
O DONSWEREERVINVPLORKEDUEOW AV EDURESY TORSNWERGW NWINGENRIAVOG Y
ACQPIHE S EPTPIVECNEDY LHRY EVINYSRGSGRUIOMWT D2 AGONPNET S AR Y AN
10 SORAGIPWAAWPHLESEAT MRV S

SEQ ID NO:2 - insan folat reseptoril 1 nikleik asit dizisi
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