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OZET

TRANSDUSE T HUCRE SECIMINE YONELIK KESIK EPIiDERIMAL
BUYUME FAKTORU RESEPTORU (EGFRt)

Immiinojenik-olmayan bir seleksiyon epitopu, proteine ait belirli amino asit
dizilerinin uzaklagtiriimas: ile iiretilebilir. Ornegin, membran distal EGF-baglayici
alan1 ve sitoplazmik sinyallesme kuyrugu bulunmayan kesik bir insan epidermal
hiicre faktorii reseptorii polipeptidini (EGFRt) kodlayan, ancak bir anti-EGFR
antikoru tarafindan tanminan hiicre dis1 bir epitopu tutan bir gen saglanir. Hiicreler
EGFRt’yi ifade etmek iizere genetik olarak modifiye edilebilir ve akabinde tam-
uzunluga sahip EGFR immiinoaktivitesinin kullanimina eslik edebilen
immiunoaktivite olmadan saflagtirilabilir. Akis sitometrik analizi yoluyla, EGFRt
farelerde genetik olarak modifiye edilmis insan T hiicre melezlesmesine yonelik
bir in vivo takip markérii olarak basarili olarak kullamilmustir. Ilaveten, EGFRt nin
setiiksimab aracili antikora bagh hiicresel sitotoksisite (ADCC) yolaklan yoluyla
hiicresel tilkenme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. Bu yiizden, EGFRt
terapdtik potansiyele sahip olan genetik olarak modifiye edilmis hiicrelere yonelik
bir immiinojenik-olmayan seleksiyon aleti, takip markorii, bir tilkenme ila intihar

geni olarak kullanilabilir.
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ISTEMLER

. EGFR Alam III, EGFR transmembran alan1 ve EGFR Alani IV ten olusan

kesik bir EGFR’yi kodlayan bir diziden olusan modifiye edilmis bir EGFR

genidir.

. Istem 17in genidir, burada modifiye edilmis EGFR geni sadece GMCSFR

alfa zinciri sinyal dizisini kodlayan bir niikleotid dizisine baglanir.

. Istem 1 veya istem 2’nin genidir, burada modifiye edilmis EGFR geni

tarafindan kodlanan amino asit dizisi SEQ ID NO: 3 ile en az %90 aymdir.

. Istemler 1-3’ten herhangi birinin genidir, burada modifiye edilmis EGFR

geni tarafindan kodlanan amino asit dizisi SEQ ID NO: 3’ten olusur.

. Istemler 1-4’ten herhangi birinin genini igeren bir yapidir, burada modifiye

edilmig EGFR geni tiimor ile iliskili bir antijene yonelik spesifik olan
kimerik bir antijen reseptoriini kodlayan bir niikleotid dizisi ile baglanir,
burada kimerik bir antijen reseptériinii kodlayan niikleotid dizisini, bir C-
terminal 2A bdéliingbilir baglayicisimt kodlayan bir niikleotid dizisi ve

modifiye edilmis EGFR genine yonelik kodlama dizisi takip eder.

. Istem 5’in yapisidir, burada tiimér ile iliskili bir antijene yonelik spesifik

olan kimerik antijen reseptorii CD19, CD20 ve CD22"den segilir.

. Istem 6’nim yapisidir, burada tiimér ile iliskili bir antijen CD19°dur.

. Istem 5 veya istem 7’nin yapisidir, burada yapt CDI19R-CD28gg-

Zeta(CO)-T2A-EGFRt’dir ve amino asit dizisi SEQ ID NO: 6’y1 kodlayan

bir niikleotid dizisi icerir.
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10.

11.

12.

13.

14.

Istemler 1-4’ten herhangi birinin geni ile transdiise edilen T hiicrelerinin
genetik olarak modifiye edilmis bir popiilasyonudur, burada gen timori
hedefleyen bir kimerik antijen reseptoriinii (CAR) kodlayan bir gene
baglanir, burada T-hiicreleri aktif olmayan modifive edilmis EGFR’yi

ifade eder.

Istem 9’un T hiicrelerinin popiilasyonudur, burada T hiicreleri adoptif

immiunoterapide kullanima yoneliktir.

Istem 10°a gore kullanima yonelik T hiicrelerinin popiilasyonudur, burada

adoptif immiinoterapi kanserin tedavi edilmesinde kullanima yoneliktir,

Istemler 1-4’ten herhangi birinin geni tarafindan kodlanan immiinojenik-
olmayan bir seleksiyon epitopu veya istemler 5-8’den herhangi birinin

yapisidir.

[stem 12°nin  seleksiyon epitopudur, burada seleksiyon epitopu

asagidakilerden secilen bir kullanimda kullanima yoneliktir:

(a) immiinomanyetik seleksiyon ile uyumlu olan immiinojenik-
olmayan bir seleksiyon aleti olarak kullanim;

(b) in vivo T hiicresi melezlemesine yonelik bir takip markorii olarak
kullanim ve

(¢) immiinoterapdtik potansiyele sahip transdiise T hiicrelerine yonelik
bir intihar geni olarak kullanim, setiiksimab aracili kompleman
ve/veya antikora bagh hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) yolaklan
araciligiyla istege bagh olarak bir intihar geni olarak kullamima

yoneliktir.

Istem 12°nin seleksiyon epitopudur, burada seleksiyon epitopu

imminomanyetik seleksiyon ile uyumludur ve hiicre iriinleri istenmeyen
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imminolojik  reddetme  durumu  olmadan  kanser hastalarinda

immiinoterapiyi kolaylastirir.
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TARIFNAME

TRANSDUSE T HUCRE SECIMINE YONELIK KESiK EPIiDERIMAL
BUYUME FAKTORU RESEPTORU (EGFRt)

TEKNIiK SAHA

Mevcut iirtinler ve yontemler kanser immiinoterapisinde kullanima yonelik
imminoloji ve genetik olarak modifiye edilmis hiicrelerin saflastiniimast gibi
sahalar, &zellikle setiiksimab ile eslestirilen insan epidermal hiicre faktdri
reseptoniinden (EGFR) derive edilen bir polipeptid gibi karsilik gelen bir antikor

ile eslestirilen kesik bir reseptor ile ilgilidir.

ALT YAPI

Timérleri hedef alan kimerik antijen reseptorlerine (CAR’ler) ait homojen
ifadesine sahip immiin hiicre iirinleri, transgen ifadesinin bunun disinda akabinde
gergeklesen se¢im olmadan transdiiksiyona 6zgli ve diger genetik modifikasyon
prosediirlerinin (riinden lirline degiskenligini ortadan kaldirmak iizere adoptif
terapi stratejilerinin klinik degerlendirmesine yonelik istenir. Genetik olarak
yeniden yonlendirilmis immun hticrelerini kullanan immiinoterapi, cesitli kanser
hastalarinda minimal rezidiiel hastalifin tedavi edilmesine yonelik ilgi ¢ekici bir
yaklasimdir. Ancak, transdiiksiyon stratejisinin bir parcasi olarak antibiyotik
seleksiyon proteinlerini ifade eden hiicre driinlerinin imminolojik olarak
reddedilmesi, bu stratejiyi sekteye ugratmustir. Insan lenfositlerinde ifade
edilmeyen yeni bir seleksiyon markérii, endojen sinyallesme veya trafik
fonksiyonunu igermez ve seleksiyona, in vivo trafigine, yonelik kullanilabilen
bilinen, tercihen ticari olarak temin edilebilen, bir farmasétik dereceli antikor
reaktifi tarafindan taninir ve transdiise hiicrelerin tilkenmesi teknikte kayda deger

bir gelisme olabilir.
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US6790614, secilebilir hiicre markorleri olarak mutasyona ugramis bir protein-
tirozin kinaz reseptorii (PTKR), oOzellikle mutasyona ugramis bir epidermal
biliyiime faktorii reseptérli (EGFR) veya mutasyona u@ramis kas spesifik kinaz
(MuSK) ailesi iiyesi kullanilarak genetik olarak modifive edilmis hiicrelerin

tanimlanmasina yonelik bir yontem ile ilgilidir.

KISA ACIKLAMA

Meveut bulus, EGFR Alam I, EGFR transmembran alan1 ve EGFR Alam IV ten
olusan kesik bir EGFR’yi kodlayan bir diziden olusan modifiye edilmis bir EGFR
geni saglar, Modifiye edilmis EGFR geni, sadece GMCSFR alfa zinciri sinyal
dizisini kodlayan bir niikleotid dizisine baglanabilir. Modifiye edilmis EGFR geni
tarafindan kodlanan amino asit dizisi, SEQ ID NO: 3 ile en az %90 ayni olabilir

veya bundan olusabilir.

Mevcut bulus ayrica bulusun genini igeren bir yap1 saglar, burada modifiye
edilmis EGFR geni tiimor ile iliskili olan bir antijene yonelik spesifik olan
kimerik bir antijen reseptoriinii kodlayan bir niikleotid dizisi ile baglamir, burada
kimerik bir antijen reseptdriinii kodlayan niikleotid dizisini, bir C-terminal 2A
béliinebilir baglayicisim kodlayan bir niikleotid dizisi ve modifiye edilmis EGFR

genine ydnelik kodlama dizisi takip eder.

Tiimor ile iliskilendirilen bir antijene yonelik spesifik olan kimerik antijen
reseptorii, CD19, CD20 ve CD22'den segilebilir ve uygun bir sekilde CD19
olabilir. Uygun bir sekilde, yapt CD19R-CD28gg-Zeta(CO)-T2A-EGFRt olabilir
ve amino asit dizisi SEQ 1D NO: 6°y1 kodlayan bir niikleotid dizisi i¢erebilir.

Mevcut bulus aymi zamanda bulusun geni ile transdiise edilen T hiicrelerinin
genetik olarak modifive edilmis bir popllasyonunu saglar, burada gen timori
hedefleyen bir kimerik antijen reseptériinii (CAR) kodlayan bir gene baglamr,

burada T-hiicrelen aktif olmayan modifiye edilmis EGFR’yi1 ifade eder. Uygun bir
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sekilde, T hiicreleri adoptif immiinoterapide kullanima yonelik olabilir. Adoptif

immiinoterapi, kanserin tedavi edilmesinde kullanima yonelik olabilir.

Hiicre triinlerine yonelik istenmeyen immunojenik bir reddetme olmadan kanser
hastalarinda immiinoterapiyi kolaylastiran immiinomanyetik seleksiyon ile
uyumlu olan immiinojenik-olmayan bir seleksiyon epitopu (yani, goriildiigii tizere
antibiyotik seleksiyon proteinleri ifade edildiginde), proteinin belirli amino asit
dizilerinin  uzaklastirilmas:  tarafindan  iretilebilir.  Immiinojenik-olmayan
seleksiyon epitopu, bilinen bir antikor veya bunun islevsel bir pargas: tarafindan
taninan hiicre dis1 bir epitopu tutmak lizere ve herhangi bir sinyallesmeyi veya
trafik alanlarim ve/veya bilinen antikor tarafindan taminmayan herhangi bir hiicre
dis1 alanlan uzaklastirmak lizere kesilen endojen bir hiicre-yiizeyi molekiiliinii
kodlayan bir gendir. Bilinen antikor tarafindan taninmayan sinyallesme veya
trafik alanlart ve/veya herhangi bir hiicre dis1 alanlarin uzaklastirilmasi, endojen
hiicre yiizeyi molekiilinti atil hale getirir, bu molekiile yonelik istenilen bir
ozelliktir. Immiinojenik-olmayan seleksiyon epitopu, ayn1 zamanda bir seleksiyon

aletine veya takip markoriine yonelik kullanilabilir.

Buna gore, mevcut bulug, bulusun geni veya yapist tarafindan kodlanan
immiinojenik-olmayan bir secleksiyon epitopu saglar. Uygun bir sekilde,
seleksiyon epitopu, asagidakilerden segilen bir kullanimda kullanima yénelik

olabilir:

(a) imminomanyetik seleksiyon ile uyumlu olan immiinojenik-olmayan
bir seleksiyon aleti olarak kullanim;

(b) in vivo T hiicresi melezlemesine ydnelik bir takip markorii olarak
kullanim ve

(¢) immiinoterapotik potansiyele sahip transdiise T hiicrelerine yénelik bir
intthar geni olarak kullanim, setilksimab aracili kompleman ve/veya
antikora bagli hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) yolaklari araciligiyla

istege bagli olarak bir intithar geni olarak kullanima yoneliktir.
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Uygun bir sekilde, seleksiyon epitopu, immiinomanyetik seleksiyon ile uyumlu
olabilir ve hiicre tirlinlerinin istenmeyen immiinolojik reddetme durumu olmadan

kanser hastalarinda immiinoterapiyi kolaylastirir.

Burada aciklanan modifiye edilmis endojen hiicre-yiizeyi molekiilleri, bunlarla
sinirlt olmamak iizere, herhangi bir hiicre-viizeyi ile ilgili reseptdr, ligand,
glikoprotein, hiicre adezyon molekiilii, antijen, integrin veya burada agiklandig
uzere

modifiye edilen farkhilagsma kiimesi (CD) olabilir. Modifiye edilmis endojen
hiicre-ylizeyi molekiilii, kesik bir tirosin kinaz reseptoriidiir. Bir acida, kesik
tirosin kinaz reseptoril, epidermal biiylime faktorii reseptor ailesinin bir iyesidir

(ornegin, ErbB1, ErbB2, ErbB3, ErbB4).

Ayni zamanda EGFR, ErbBl ve HERI olarak bilinen epidermal biiylime faktorii
reseptoni, hiicre digi ligandlarin epidermal biiylime faktorii ailesinin tiyelerine
yonelik bir hiicre-yiizeyi reseptoriidir. EGFR aktivitesindeki degisiklikler, belirli
kanserleri igermektedir. Birinei bir agida, bir EGFR polipeptidi kodlayan bir gen,
membran distal EGF-baglanma bolgesi ve sitoplazmik sinyal kuyrugu ("kesilmig
bir EGFR" veya "EGFRt"} dahil olmak iizere polipeptidleri kodlayan niikleik asit
dizilerinin uzaklastinlmas: ile insa edilen insan epidermal hiicre faktdrii
reseptoninii (EGFR) igerir, ancak bir anti-EGFR antikoru tarafindan taninan hiicre
dist membran proksimal epitopu tutar. Tercihen, antikor setitksimab, matuzumab,
nesitumumab veya panitumumab gibi bilinen bir ticari olarak temin edilebilen

anti-EGFR monoklonal antikordur.

Anti-biyotin  mikro boncuklar ile kombinasyon halinde immiinomanyetik
seleksiyona biyotinlenmis-setiiksimabin uygulanmasi, basarihh bir sekilde hiicre
preparatina yonelik gozlenebilen toksisite olmadan popiilasyonun %2’si kadar
disik ila %90°dan daha fazla saflik olarak EGFRt-igeren vapilar ile lentiviral
olarak transdiise edilmis olan T hiicrelerini giiglendirir. Bu atil EGFRt

molekiiliiniin yapici ifadesi, koordine olarak ifade edilen kimerik antijen reseptori
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(CAR), CDI9R tarafindan yoénetildigi tlizere T hiicre fenotipi veya efektor
fonksivonunu etkilemez. Akis sitometrik analiz yoluyla, EGFRt farelerde T hiicre
melezlesmesine yonelik bir in vive takip markérii olarak basarili olarak
kullanilmustie. Ilaveten, EGFRt’nin Erbitux® aracili antikora bagll hiicresel
sitotoksisite (ADCC) yolaklar1 yoluyla intihar geni potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir. Bu ylizden, EGFRt immiinoterapdtik potansiyele sahip olan
transdiise T hiicrelerine yonelik bir immiinojenik-olmayan seleksiyon aleti, takip
markorii ve intihar geni olarak kullanilabilir. EGFRt ntikleik asit ayni zamanda

teknikte iy bilinen yollar ile tespit edilebilir.

Burada aciklandig1 {izere antikorlara, tercihen ticari olarak temin edilebilen
antikorlara, baglanan modifiye edilmis, kesik ve degistirilmis endojen hiicre-
yuzeyl molekiillerinin kestedilmesi ve tasarlanmasina yonelik yontemler agiklanir.
Yontemler, antikor-baglayict  kisimlara dokunulmazken 1ilgili proteinin
modellenmesi ve islevsel kisimlarin kesilmesini igerir. Ortaya ¢ikan modifiye
edilmig reseptor veya ligand, etiketlenmis bir antikor kullanilarak
siniflandirilabilir ve akabinde giiglendirilir, bdylece modifiye edilmis reseptor

veya ligandin konsantrasyonu arttirilir.

T hiicrelerinin modifiye edilmis, kesik veya degistirilmis bir endojen hiicre-yiizeyi
molekiil geni dizisi (6rnegin, kesik EGFR) ile transdiise edilmesini ve akabinde
modifiye edilmis ligand veya reseptor dizisini transdiise T hiicrelerine baglayan
bir antikor uygulanmasini i¢eren transdiise T hiicrelerinin secilmesine yonelik bir
yontem burada aciklanir. Modifiye edilmis reseptor dizisinin EGFRt olmasi
halinde, antikor tercihen biyotinlenmis bir anti-EGFR monoklonal antikordur. T
hiicreleri akabinde anti-biyotin mikro boncuklarin eklenmesi ve immiinomanyetik
ayirma kullanilarak T hiicrelerinin seg¢ilmesi, florokrom ile konjuge edilen anti-
biyotinin eklenmesi ve Floresan Aktif Hiicre Ayirma veya herhangi bir diger
giivenilir hiicre ayirma yontemui kullanilarak T hiicrelerinin secilmesi ile ayrilir.
EGFRt dizisi gibi modifiye edilmis ligand veya reseptdr dizileri, lentiviral bir

vektor gibi uygun bir transfer aracinin iginde bulunabilir.
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Bu ve diger dizenlemeler, ayrica buradaki sekillerde ve detayh aciklamada

aciklanir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1, kristal yap1 dizilerine baglh olarak EGFRt proteinlerine karsilik
EGFR ‘nin molekiler bir modelidir. Soldaki EGFR yapisi, dort hiicre dist
alanin (Alanlar I-IV) yapisi 1le tam uzunluga sahip bir EGFR’y1 gosterir.
Orta yapr modifiye edilmemis bir EGFR ile karsilagtinldiginda Alan I,
Alan II, Jukstamembran Alan ve Tirosin Kinaz Alam i¢cermeyen kesik
EGFR’yi (EGFRt) icerir. Sagdaki EGFRt, Vy-Cyy; ve V| -C’den olusan
Eribitux® Fab’a baglanan kesik yapiy1 gosterir. Alanlar kesikli gizgiler ile
ayrilir.

Sekil 2, biyotinlenmis setilksimab (sekillerde Erbitux® olarak refere
edilen) kullanilarak EGFRt" T hiicrelerinin seleksiyonunu gésterir.

Sekil 2a, setiiksimab biyotinleme ve reformiilasyon prosesinin bir
sematigidir. Sekil 2b, biyotinlenmig setiiksimabin titrasyonunu goésteren
bir grafiktir. 10° EGFR™ hiicreleri, Opg (siyah), 1.45pg (kirmizi), 0.145pug
(turuncu), 14.5ng (sar1), 1.45ng (yesil), 0.145ng (mavi) veya 14.5pg (mor)
biyotinlenmis setiiksimab akabinde 05pg PE-konjuge edilen streptavidin
ile lekelenmigtir ve akig sitometrisi ile analiz edilmistir, 14.5ng veya daha
fazla biyotinlenmis setliksimab, ilerideki lekelemeye yoénelik yeterli olarak
diisiiniilmiistiir. Sekil 2¢, hem immiinomanyetik ({ist) hem de floresan ile
aktive edilen hiicre ayirma (alt) EGFRt seleksiyon prosediirlerinin
sematiklerini gdsterir.

Sekil 2d, CAR ve EGFRt i¢eren yapilar ile lentiviral olarak trandiise edilen
gesitli T  hiicre hatlarinin immiinomanyetik seleksivonunu gosterir.
Lentiviral vektorlerin i¢inde bulunan CDI19CAR-T2A-EGFRt (sol) ve
CDI9CAR-T2A-EGFRt-IMPDH2dm (sag) yapalarinin sematikleri, ylizey
EGFRt ifadelerine yonelik karsilik gelen seleksiyon dncesi ve sonrast akis

sitometrik analizlerinin tizerinde gosterilir. CD19'a 6zgii, CD28 ko-uyarict
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CAR, akabinde kendiliginden ayrilabilir T2A, EGFRt ve IMPDH2dm
seleksiyon markorlerinin kodon ile optimize edilen dizi kisimlari, Uzatma
Faktorii 1 promotorii dizileri (EF-1p) ve GCSFR alfa zinciri sinyal dizileri
(ylizey ifadesini yoOnlendiren GCSFRss) ile birlikte belirtilir. Bir
biyotinlenmis-setiiksimab antikoru ve PE ile konjuge edilen anti-biyotin
antikoru (siyah histogramlar) ile lekelenmis olan lentiviral olarak
transdiise edilen T hiicre hatlarimin akis sitometrik analizi, hem giris T
hiicreler1 (PRE SLXN) hem de AutoMACS™’den elde edilen pozitif
fraksiyon (POS FRXN) iizerinde gerceklestirilmigtir. A¢ik histogramlar,
tek basina PE ile konjuge edilen anti-biyotin antikoru ile lekelenmeyi
temsil eder ve pozitif hiicrelerinin yiizdesi her bir histogramda belirtilir,
CDI9CAR'EGFRt" Hat A’nin seleksiyonu, T hiicre patlamalarmin
transdiiksiyonundan 3 gin sonra meydana gelmistir.
CDI9CAR'EGFRt Hat B'nin seleksiyonu, transdiise CMVpp65’e dzgii
Tewm ile derive edilen hiicrelerin 3 REM stimiilasyonundan sonra meydana
gelmistir. CD19CAR'EGFRt" Hat C’nin seleksiyonu, transdiise CD8" Tey
ile derive edilen hiicrelerin 2 REM stimiilasyonundan sonra meydana
gelmistir, CDI9CAR'EGFRt” Hat D’nin seleksiyonu, transdiise Tgy ile
derive edilen hiicrelerin 1 REM stimililasyonundan sonra meydana
gelmisti,.  CD19CAR'EGFRt' IMPDH2dm' Hat  F’nin  seleksiyonu,
transdiise Tew ile derive edilen hiicrelerin 1 REM stimiilasyonundan sonra
meydana gelmistir.

Sekil 3, segilen T hiicrelerinde ifade edilen EGFRt’nin atil oldugunu
gosterir. Sekil 3a’da, T hiicrelerinde ifade edilen EGFRt, EGF ile birlikte
inkiibasyondan sonra fosforile edilmemistir. Negatif kontrol T hiicreleri,
CDI19CAR'EGFRt" Hat A hiicreleri veya A431 hiicreleri, 100ng/mL EGF
veya setliksimab (sekillerde Erbtx olarak refere edilen) ile veya bunlar
olmadan 5 dakika inkiibe edilmistir ve akabinde fosfataz inhibitoriin
varhginda ¢ozinmistiir. Western blotlarinin  Gizerinde ¢alisan lizatlar,
akabinde p-aktin, EGFR'nin sitoplazmik alani veya EGFR'nin 1068

pozisyonunda fosforile edilmis tirozine yonelik spesifik olan antikorlar
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kullanilarak sonda ile incelenmistir. Sekil 3b, EGF’nin EGFRt ifade eden
T hiicrelerinin yiizeyine baglanmadigini gosterir. A431, Hat A ve negatif
kontrol T hiicreleri PE ile konjuge edilen anti-EGFR veya biyotinlenmis
setiiksimab veya biyotinlenmis EGF ile, akabinde PE ile konjuge edilen
izotip kontrol Ab veya akis sitometrisi ile tek basina streptavidinin (agik
histogram) karsisinda PE ile konjuge edilen streptavidin (siyah histogram)
ile lekelenmstir. Pozitif lekeleme yiizdesi her bir histogramda belirtilir.

Sekil 4, se¢ilen EGFRt" CDIOR™ T hiicrelerinin efektdr fenotipinin
korunmas: ile genisletilebilecegini gosterir. Sekil 4a, hizli genisleme
ortamm (REM) stimiilasyonu, AutoMACS™ seleksiyon giiniinde {giin 0)
baslatildiktan sonra 12 veya daha fazla giin boyunca EGFRt ile secilen T
hiicrelerinin, Hatlar A-E’nin genislemesini gdsteren bir hat grafigidir.
(MACS manyetik olarak aktif hale getirilen hiicre ayirma islemidir.) Hizli
genigleme ortaminda (REM) T hiicrelerinin genislemesi, giin 1’den
baslayarak 48 saatte bir 50U/mL rhlL-2 ve 10ng/ml rhIL-15 (CellGenix)
eklenmesi ile 50 mL CM iginde 30 ng/mL anti-CD3e (OKT3; Ortho
Biotech, Raritan, NJ), 5 x 107 y ile 1sinlannus PBMC’ler (3500 ¢Gy) ve
107y ile 1inlanmis LCL’ler (8000 ¢Gy) ile 10°T hiicrenin inkiibasyonunu
icermistir, T hiicreleri 14 giinde bir bu sekilde tekrardan stimiile edilmistir.
Sekil 4b, yiizey EGFR’si (yani, EGFRt, biyotinlenmis setiiksimab ile), Fc
(yani, CAR) ve akis sitometrisi ile izotip kontrol Ab’sinin (agik histogram)
karsisinda T hiicre markorleri CD4 veya CD8’e (siyah histogram) yonelik
fenotiplenmis olan EGFRt ile secilen T hiicrelerini (stimiilasyondan sonra
11 ila 13 giin) temsil eden histogramlari gosterir. Pozitif lekeleme yiizdesi
her bir histogramda belirtilir. "N.D." veri yok anlamina gelir. Sekil 4C,
belirtilen E:T oranlarinda hedefler olarak >'Cr ile etiketlenen NSO, U251T,
CD19t- ifade eden NSO, CMV ppo65-ifade eden U251T, CD19-ifade eden
Daudi veya SupB15 veya OKT3-ifade eden LCL hiicreleri ile 4 saat
inkiibe edilen EGFRt ile secilen T hiicrelerinin (REM stimiilasyonundan
sonra 11 ila 15 giin i¢inde) Hatlar A-E’den her biri i¢in bir tane olacak

sekilde bes hat grafigidir. Kromiyum salinimi sitotoksik aktiviteyi
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belirlemek iizere Olglilmiistiir. Sekil 4d,
CDI19CAR'EGFRt'IMPDH2dm"™ Hat E’nin MPA direncini gosteren bir
grafiktir. IMPDH2dm ve EGFRt ile secilen IMPDH2dm-ifade eden Hat E
hiicrelerini ifade etmeyen kontrol T hiicreleri, l|uM MPA veya bu olmadan
kiiltiirlenmistir ve toplam hiicre sayisi izlenmistir.

Sekil 5, in vivoe T hiicre melezlemesine yonelik EGFRt ifadesinin bir takip
markorii olarak kullanilabilecegini gosterir. Bir kontrol faresi veya giin
0’da 10’ CD19CAR'EGFRt" Hat C’yi alan bir fareden hasat edilen Giin
36’daki kemik 1iligi, PerCP ile konjuge edilen anti-insan CD45 ve
biyotinlenmis setiiksimab ("Bio-Erb") akabinde PE ile konjuge edilen
streptavidin - kullamlarak lekelenmistir. Kuadrantlar, izotip kontrol
lekelemesine bagli olarak yaratilmistir ve her bir kuadrantta bulunan
pozitif lekeleme yuzdesi her bir histogramda belirtilir.

Sekil 6, setiiksimab (sekilde Erbitux® olarak refere edilen) aracil
ADCC’ye yonelik EGFRt ifade hedefleri T hiicrelerini gosteren bir
grafiktir. >!Cr ile etiketlenen Hat A hiicreleri, efektorler olarak insan
PBMC’nin eklenmesinden énce negatif bir kontrol olarak 20pg/mL. kadar
setiiksimab veya CD20’ye 6zgli mAbRituksan ile veya bunlar olmadan
dnceden inkiibe edilmistir.

Sekil 7, EGFRt’ye baglanan GMCSFR alfa zincir sinyal dizisinin
niikleotid (sens dizi SEQ ID NO: 1°dir, antisens dizi SEQ ID NO: 2°dir)
veya amino asit (SEQ ID NO: 3) dizileridir. Yiizey ifadesini ydnlendiren
GMCSFR alfa zincir sinyal dizisi, niikleotidler 1-66 ile kodlanir. EGFRt ,
niikleotidler 67-1071 ile kodlanir.

Sekil 8, CDI19R-CD28gg-Zeta(CO)-T2A-EGFRt’nin niikleotid (sens dizi
SEQ ID NO: 4’tiir, antisens dizi SEQ 1D NO: 5°tir) ve amino asit (SEQ ID
NO: 6) dizileridir. CDI9R-CD28gg-Zeta(CO), niikleotidler 1-2040 ile
kodlanir; T2ZA niikleotidler 2041-2112 ile kodlanir; GMCSFR nitikleotidler
2113-2178 ile kodlanir; EGFRt niikleotidler 2179-3186 ile kodlanir.

Sekil 9, CDI9R-CD28gg-Zeta(CO)-T2A-EGFRt ifadesini gosteren bir
grafiktir.  CD19R-CD28gg-Zeta(CO)-T2A-EGFRt epHIV7  lentiviral
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vektor (MOI = 3} ile anti-CD3/anti-CD28 boncuk ile stimiile edilen primer
T hiicre patlamalarinin transdiiksiyonu, giin 4’te akis sitometrisi tarafindan
hem CAR (biyotinlenmis bir anti-Fc Ab ve streptavidin-PE kullanilarak)
hem de kesik EGFR molekiiliiniin (biyotinlenmis bir setiilksimab Ab ve
streptavidin-PE  kullanilarak) yilizey tespiti ile sonu¢lamir. Her bir
paneldeki beyaz pik, tradiise-edilmeyen kontrol T hiicre patlamalaridir.

Sekil 10, mevcut tarifnamenin riinlerini test etmek amaciyla klinik

deneylere yonelik olast bir proses akisim gdsteren bir semadir.

DETAYLI ACIKLAMA

Bulusun belirli diizenlemeleri, spesifik érnekler, diziler ve gizimler kullanilarak

detayli olarak agiklanir.

Erbitux®, anti-EGFR monoklonal antikor setilksimaba yonelik tescilli bir
markadir ve ticari Uriiniin formiilasyonu, jenerik ilaci ve ticari iriiniin aktif

farmasoétik etken maddesini(maddelerini) bagimsiz olarak icermesi amaclanir.

"Genetik modifikasyon" terimi, endojen bir niikleotid dizisini e¢kleyen, silen,
degistiren veya bozan herhangi bir proses anlamina gelir ve bunlarla sinirh
olmamak f{izere wviral aracili gen transferi, lipozom aracili transferi,
transformasyonu, transfeksiyonu ve transdiiksiyonu, Ornegin, lentiviriis,
adenoviriis, retrovirlisler, adeno-iligkili virlis ve herpes virlisii gibi DNA

viriislerine bagl olarak vektérlerin kullanimi gibi viral aracili gen transferi igerir.

"Antikor" terimi, monoklonal antikorlari, poliklonal antikorlar, dimer, multimer,
multispesifik antikorlar ve insan, fare, insanlastirilmis, kimerik veya baska bir
tirden derive edilen antikor fragmanlarini igerir. "Monoklonal bir antikor”
spesifik bir antijenik bélgeye yoOnlendirilen biiyiikk 6lgiide homojen olan

antikorlarin bir poptlilasyonundan elde edilen bir antikordur.

10
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"Varyant” natif bir dizi polipeptidinden belirli bir derecede farkli olan amino asit
dizilerine sahip polipeptidlere refere eder. Genellikle, amino asit dizisi varyantlari,
en az yaklasik %80 dizi kimligine, daha ¢ok tercihen dizi olarak en az yaklasik
290 homologluga sahip olacaktir. Amino asit dizi varyantlari, referans amino asit
dizisi i¢indeki belirli pozisyonlardaki degistirme, silme ve/veya sokma islemlerini

igerebilir,

"Kimlik oran1" veya "kimlik ylizdesi" maksimum dizi kimligi ylizdesi elde etmek
tzere dizilerin en iyi sekilde hizalanmasindan ve gerekli olmasi halinde
bosluklarin dahil edilmesinden sonra aymi olan amino asit dizi varyantinda
kalintilarin orani olarak tanimlamir. Hizalamaya ydnelik ydntemler ve bilgisayar
programlart teknikte iyi bilinir. Bu tiir programlar GAP, BESTFIT, FASTA,
BLAST veya Align 2’yi igerir.

"Antikora-bagli hiicre-aracili sitotoksisite" ve "ADCC"  hiicre-aracili  bir
reaksiyona refere eder, burada dogal dldiiriicti hiicreler, nétrofiller ve makrofajlar
gibi Fc reseptorlerini ifade eden spesifik olmayan sitotoksik hiicreler, hedef bir
hiicrede baglanma antikorunu tanir ve hedef hiicrenin lizisine neden olur. ADCC
aktivitesi, U.S. Pat. No. 5,821,337°de ag¢iklananlar gibi yontemler kullanilarak

degerlendirilebilir,

"Efektor hiicreler” bir veya daha fazla sabit bdlge reseptoriinii ifade eden

16kositlerdir ve efektor islevleri gerceklestirir.

Kanser gibi bir hastalik veya bir bozuklugu “tedavi etmek" hastalik veya
bozuklugu azaltmak veya hafifletmek iizere terapétik Onlemler veya Onleyici
Onlemler almak anlamina gelir. Bu tiir bir tedavi Onleme, semptomlarin
hafitletilmesi, azaltma veya etki alaninin stabilizasyonu ve/veya gerilemeyi icerir.
"Terapétik olarak etkili miktar” terimi, bir hastalif1 veya bozuklugu tedavi etmek

lizere etkili olan bir bilesigin veya molekiiliin bir miktarina refere eder.

11
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"Kanser” kontrolsiiz hiicresel biiyime yasayan hiicrelere refere eder. Kanser
omekleri kolorekta kanser ve bas ile boyun kanserini igerir. "Kemoterapotik bir

ajan” kanserin tedavisinde kullanigh olan kimyasal bir bilesiktir.

Bir "sitokin™ olarak bir hiicre i¢i araci olarak diger bir hiicrede gbrev yapmak

izere bir hiicre tarafindan salinan bir proteindir.

"Immiinojenik-olmayan" immiin yanitimn adaptif ve/veya kalitsal immiin
yanitlarini icerdigi bir yerde bir immiin yanitimi baslatmayan, uyarmayan veya

gelistirmeyen bir materyale refere eder.

“Gen" terimi, DNA bdliimiiniin bir polipeptid zincirinin {iretiminde bulundugu
anlamina gelir; "lider" ve "takip¢i" olarak kodlayici bélgenin onilinde bulunan
veya bunu takip eden bolgeler, aynt zamanda ayrt kodlama boliimlerinin
(cksonlar) arasinda araya giren diziler (intronlar) icerir. Tamamen veya kismen
intron bulundurmayan bazi genler gelistirilebilir. Bazi lider diziler niikleik asidin

polipeptidlere translasyonunu gelistirebilir.

"zole" terimi, materyalin orijinal ortamindan uzaklastinldigi (6megin, dogal
olarak meydana gelmesi halinde, dogal ortam1) anlamina gelir. Ornegin, canli bir
hayvanda mevcut olan dogal olarak meydana gelen bir poliniikleotid veya
polipeptid izole degildir, ancak dogal sistemde birlikte var olan materyallerin
timiinden veya bazilarindan ayrilan aym poliniikleotid veya polipeptid izoledir.
Bu tir poliniikleotidler bir vektoriin  pargast  olabilir ve/veya bu tir
polintikleotidler veya polipeptidler bir bilesimin pargasi olabilir ve bu tlir vektdr
veya bilesimin bunun dogal ortaminin bir par¢asi olmamasi bakimmdan yine de

1zole olabilir.

12
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Burada kullanildig tizere bir "vektor” konak bir hiicrede niikleik asidi iletebilen
veya muhafaza edebilen bir ajan olabilir ve viral vektorleri (6megin, retroviral
vektorler, lentiviral vektdrler, adenoviral vektdrler veya adeno-iligkili wviral
vektorler), plazmitler, yalin niikleik asitler, polipeptid veya diger molekUller ile
kompleks haline getirilen niikleik asitler, kati faz parcaciklarnimin iizerine
immobilize edilen niikleik asitleri icerir. Uygun DNA dizisi, bir dizi prosediir
yoluyla vektériin i¢ine yerlestirilebilir. Genelde, DNA dizisi teknikte bilinen
yontemler yoluyla uygun bir kisitlama endoniikleaz bélgesinin igine yerlestirilir.
Bu tir prosediirler ve digerleri tekmkte uzman kigilerin alanina dahil olarak
diistntlir. Mevcut bulusun polipeptidlerini daha fazla okaryot ile kodlayan DNA
transkripsiyonu, vektoriin igine bir arttiricinin yerlestirilmesi yoluyla arttinlir.
Arttiricilar, bir baslaticinin lizerinde transkripsiyonunu arttirmak {izere gorev
yapan genellikle yaklasik 10 ila 300 bp arasinda olan DNA’'nmn yondes-hareket
eden elemanlaridir. Ornekler, 100 ila 270 bp arasinda olan replikasyon
baglangicinin son tarafindaki SV40 arttirici, bir sitomegaloviriis erken baslatic
arttirici, replikasyon baglangicinin son tarafindaki polyoma arttirici ve adenoviriis

arttiricilarm igerir.

"Reseptdr" bir molekiile spesifik olarak baglanabilen bir polipeptid anlamina
gelir, Ote yandan, birgok reseptdr tipik olarak bir hiicrenin yiizeyinde caligabilir,
baz1 reseptorler hiicrenin iginde bulundugunda (ve ylizeye tasinmadan Once)
ligandlara baglanabilir veya agirlikl: olarak hiicre iginde olacak sekilde kalabilir

ve buradaki ligandi baglayabilir.

“Antikor veya bunun islevsel bir pargas1” belirli bir antijen veya epitopa spesifik
olarak baglanan veya bunun ile immiinolojik olarak reaktif olan bir immiinoglobin
molekiilii anlamina gelir ve hem poliklonal hem de monoklonal antikorlar: igerir.
Antikor terimi, hiicre i¢i antikorlar, peptit antikorlar, kimerik antikorlar, tamamen
insan antikorlar, insanlagtinlmis antikorlar ve heterokonjiigat antikorlar (drnegin
bispesifik antikorlar, diya antikorlar, tria antikorlar ve tetra antikorlar) gibi

immiinoglabinlerin genetik olarak degistirilmig veya baska bir deyisle modifiye
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edilmis formlarini icerir. Islevsel antikor parcasi terimi, érnein Fab', F(ab').sub.2,
Fab, Fv, rlgG ve scFv pargalar1 dahil olmak iizere antikorlarin antijen baglama
parcalarini igerir. scFv terimi, bir zincir olusturmak iizere birlestirilen klasik bir
iki zincirli antikora ait agir zincir ve hafif zincirin degisken alanlarinin tek bir

zincirli Fv antikoruna refere eder.

Tek bir diizenlemede, EGFR Alan III, EGFR transmembran alan ve EGFR Alan
[V’ten olusan kesik bir EGFR’yi kodlayan bir diziden olusan modifiye edilmis bir
EGFR genini kodlayan bir gen, saglanan immiinomanyetik seleksiyon ile uyumlu
immiinojenik-olmayan bir seleksiyon epitopu olarak kullanilabilir. Bu tir
immiinojenik-olmayan bir seleksiyon epitopu, hiicre (liriinlerine ydnelik
istenmeyen immiinolojik reddetme durumu olmadan kanser hastalarinda
immiinoterapiyi kolaylastirabilir. Modifiye edilmis EGFR geni, bilinen bir antikor
veya bunun islevsel bir parcasi tarafindan taninan hiicre dis1 bir epitopu tutar ve
s0z konusu bilinen antikor tarafindan taninmayan herhangi bir sinyallesme veya
trafik alam1 ve/veya herhangi bir hiicre dig1 alami uzaklastinir. S6z konusu bilinen
antikor tarafindan taminmayan bir sinyallesme veya trafik alam ve/veya herhangi
bir hiicre dis1 alan1 bulundurmayan modifiye edilmis endojen bir hiicre-yiizeyi

molekiilii, atil olarak belirtilir.

Burada agiklanan modifiye edilmis endojen hiicre-yiizeyi molekiilleri, burada
agiklandig1 tizere herhangi bir immiinojenik-olmayan hiicre-yiizeyi ile ilgili
reseptdr, glikoprotein, hiicre adezyon molekiilii, antijen, integrin veya modifiye
edilen farklilasma kiimesidir (CD). Bu tir hiicre-ylizeyi molekiillerinin
modifikasyonu, bilinen bir antikor veya bunun islevsel bir parg¢asi tarafindan
taninan bir epitopun tutulmasi ve bilinen bir antikor tarafindan taninmayan
herhangi bir sinyallesme veya trafik alani ve/veya
herhangi bir hiicre dis1 alanin uzaklastirilmasi yoluyla saglanir. Bilinen bir antikor
tarafindan taninmayan sinyallesme veya trafik alanlar1 ve/veya herhangi bir hiicre
dis1 alanin uzaklastirilmasi, endojen hiicre wviizeyi molekiiliinlii immiinojenik-

olmayan ve/veya atil hale getirir.
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Modifiye edilebilen veya kesilebilen endojen hiicre-ylizeyi molekiillerinin
omekleri, bunlarla sinirh olmamak lizere, EpCAM, VEGER, integrinler (6rnegin,
integrinler avp3, a4, allbp3, cdP7, aS5B1, avP3, av), TNF reseptorii sliper ailesi
(6rnegin, TRAIL-R1, TRAIL-R2), PDGF Reseptdr, interferon reseptorti, folat
reseptorii, GPNMB, ICAM-1, HLA-DR, CEA, CA-125, MUCI1, TAG-72, IL-6
reseptori, 5T4, GD2, GD3 veya farklilasma kiimelerini (6rnegin, CD2, CD3,
CD4, CD5, CDI11, CD1l1a/LFA-1, CDI15, CDI8/ITGB2, CD19, CD20, CD22,
CD23/IgE Reseptorii, CD25, CD28, CD30, CD33, CD38, CD40, CD41, CD44,
CD51, CDS52, CD62L, CD74, CD80, CD125, CD147/basigin, CD152/CTLA-4,
CD154/CD40L, CD195/CCRS, CD319/SLAMF7) icerir.

Modifiye edilmis veya kesik bir endojen hiicre-ylizeyi molekiiliinti tanimak iizere
kullanilabilen karsilik gelen ticari antikorlar, bunlarla sinirhi olmamak iizere; 3F8,
abagovomab, abciksimab, adekatumumab, afutuzumab, alemtuzumab,
altumomabpentetat,  anatumomabmafenatoks,  apolizumab,  arsitumomab,
aselizumab, atlizumab (= tosilizumab), basiliksimab, bektumomab, benralizumab,
besilesomab,  bivatuzumabmertansin, blinatumomab, brentuksimabvedotin,
kantuzumabmertansin, kapromabpendetid, katumaksomab, CC49, sedelizumab,
selmoleukin, sitatuzumabbogatoks, klenoliksimab, klivatuzumabtetraksetan,
CNTO-95, konatumumab, dasetuzumab, daklizumab, daratumumab, detumomab,
ekromeksimab, edrekolomab, efalizumab, elotuzumab, enlimomabpegol,
epitumomabcituksetan, epratuzumab, erlizumab, etarasizumab, fanolesomab,
faralimomab, farletuzumab, galiksimab, gavilimomab, gemtuzumabozogamisin,
glembatumumabvedotin, gomiliksimab, ibalizumab, ibritumomabtiuksetan,
igovomab, intetumumab, iratumumab, inclimomab, inotuzumabozogamisin,
ipilimumab, keliksimab, labetuzumab, lintuzumab, leksatumumab, lukatumumab,
lumiliksimab, mapatumumab, maslimomab, milatuzumab, minretumomab,
mitumomab, muromonab-CD3, naptumomabestafenatoks, natalizumab,
okrelizumab, odulimomab, ofatumumab, olaratumab, oportuzumabmonatoks,
oregovomab, oteliksizumab, pemtumomab, priliksimab, PRO 140, rituksimab,

rovelizumab, ruphzumab, satumomabpendetid, siplizumab, sontuzumab,
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tadosizumab, taplitumomabpaptoks, teneliksimab, teplizumab, TGNI1412,
tisilimumab (= tremelimumab), tigatuzumab, tosilizumab (= atlizumab),
toralizumab, tositumomab, tremelimumab, tukotuzumab, vedolizumab,
veltuzumab, visilizumab, vitaksin, volociksimab, votumumab, zanolimumab,

ziralimumab, zolimomabaritoyu igerir.

Modifiye edilmis endojen hiicre-yiizeyi molekiilli, modifiye edilmis veya kesik bir
tirosin  kinaz reseptdr geni tarafindan kodlanabilir. Burada agiklanan
diizenlemelere gore modifiye edilmis veya kesik olabilen tirosin kinaz
reseptorlerine yonelik ornekler, bunlarla sinirh olmamak uzere; endotel biiyiime
faktorii reseptdrii  ailesinin iiyeleri (EGRF/ErbB1/HERI1; ErbB2/HER2/neu;
ErbB3/HER3; ErbB4/HER4), hepatosit biiyiime faktorii reseptorii (HGFR/c-
MET) ve insiilin benzeri biiylime faktorii reseptori-1"1 (IGF-1R}) icerir. Bazi
diizenlemelere gore, modifiye edilmis tirosin kinaz reseptorleri, bilinen bir antikor
veya bunun islevsel bir pargasi tarafindan taninan hiicre dig1 bir epitopu tutar ve
en azindan bir tirosin kinaz alam eksiktir. En azindan bir tirosin kinaz alami

olmayan modifiye edilmis bir tirosin kinaz reseptori, reseptdrii atil hale getirir.

Modifiye edilmis bir tirosin kinaz reseptdriinii tanimak lizere kullanilabilen ticari
antikorlar, bunlarla simirh olmamak tlizere, AMG-102, AMG-479, BIIB0220A-
5D5, CP-751,871, IMC-A12, R1507, setiiksimab, siksutumumab, ertumaksomab,
figittmumab,  matuzumab, nesitumumab,  panitumumab,  pertuzumab,

nimotuzumab, robatumumab, trastuzumab, zalutumumabi icerir.

Bir diizenlemede, modifiye edilmis endojen hiicre-ylizeyi molekiilli, kesik bir
EGFR’dir (tEGFR). tEGFR modifiye edilmemis bir EGFR (Sekil 1} ile
kiyaslandiginda, Alan I, Alan II, Jukstamembran Alan ve Tirosin Kinaz Alanini

icermez.

Modifiye edilmis bir endojen hiicre-yiizeyi molekiiliinii kodlayan bir gen, immiin

hiicrelerin genetik olarak modifiye edilmis bir popiilasyonuna (6rnegin, T
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hiicreleri) yonelik bir hiicre seleksiyonu veya gelistirme markorii olarak
kullanilabilir. Modifiye edilmis bir endojen hiicre-yiizeyi molekiiliinii kodlayan
gen, tiimorl hedef alan kimerik bir antijen reseptoriinii (CAR) kodlayan bir gene
baglanabilir. Bu genler T hiicrelerinin popiilasyonunu genetik olarak modifiye
edilmis bir sekilde transdiise etmek lizere bir vektdriin icine yerlestirilebilir.
Transdiiksiyondan sonra, basarili olarak transdiise edilen ve CAR ile modifiye
edilmis endojen htcre-yiizeyi molekiiliinii ifade eden hiicreler, transdiise hiicre
tarafindan ifade edilen modifiye edilmis endojen hiicre-yiizeyi molekiiliinii
tantyan ticari bir antikor kullanilarak floresan ile aktive edilen hiicre ayirma
islemine yonelik anti-biyotin mikro boncuklar veya florokrom ile konjuge edilen
anti-biyotin ile immiinomanyetik saflastirma gibi herhangi bir uygun saflastirma

yontemi ile gelistirilebilir.

Diger bir diizenlemede, membran distal EGF-baglayict alam1 ve sitoplazmik
sinyallesme kuyrugu bulunmayan, ancak FDA-onayli anti-EGFR monoklonal
antikor (mAb) setilksimab veya diger bir anti-EGFR antikoru tarafindan taninan
hiicre digt membran proksimal epitopunu tutan kesik bir insan epidermal hiicre
faktorii reseptoriinii (EGFRt) kodlayan bir gen, olusturulur ve burada agiklamr.
EGFRt, bir timdr ile ilgili antijene yonelik spesifik olan kimerik antijen
reseptérleri ile baglanabilir. Timdr ile 1lgili antijen CD19, CD20 veya CD22 veya
herhangi bir diger tiimér ile ilgili antijen olabilir, ancak tercthen CDI19’dur
(CDI19CAR). Tiiméor ile ilgili antijeni, EGFRt’ye yonelik bir C-terminal 2A
ayrilabilir baglayict ve kodlayici dizi takip eder. Biyotinlenmis-setiiksimab, timor
ile ilgili antijen/CAR-ifade eden transdiiktanlarin immiinomanyetik olarak
saflastirilmasina amacina yonelik ticari olarak temin edilebilen anti-biyotin mikro
boncuklar: ile birlikte kullamlabilir. Timér ile ilgili antijenin CD19 oldugu
ornekte, Urin CDI9CAR-ifade eden transdiiktanlardir. Alternatif olarak,
biyotinlenmis-setiiksimab, floresan ile aktive edilen hiicre ayirmasma yonelik

Florokrom 1le konjuge edilen anti-biyotin ile birlikte kullanilabilir.
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Diger bir diizenlemede, modifiye edilmis endojen bir hiicre-yiizeyi molekiilii in
vivo T hiicresi melezlemesine yonelik bir markér olarak kullanilabilir. Ornegin,
modifiye edilmis endojen bir hiicre-yiizeyi molekiili EGFRt oldugunda, EGFRt T
hiicrelerinin veya bir aktarim duromunda kemik iligi hiicreleri gibi T hiicrelerini
hedefleyen hiicrelerin hiicresel islevini etkilemeden in vivo olarak baglandigi T
hiicrelerinin alimunt takip etmek tlizere kullanilabilir. Sr39TK gibi problara veya
raportér genlere konjuge edilen setiiksimabin kullammmi, PET goriintileme
teknikleri aracilifiyla hastalara EGFRt-ifade eden hiicrelerin takip etme

potansiyelini gelistirmek iizere kullanilabilir.

Ayn bir diizenlemede, modifiye edilmis endojen bir hiicre-ytizeyi molekiili hiicre
intiharimi indiiklemek iizere kullanilabilir. Ornegin, EGFRt setiiksimab aracili
tamamlayic1 ve/veya antikora bagh hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) yolaklar
aracthigiyla bir intihar geni olarak kullanilabilir. Setiiksimabin terapotik FDA-
onayli bir antikor olmasi, ayrica klinik ortamda EGFRt’nin intihar geni

potansiyelini kolaylastirir.

Diger diizenlemelerde, kesik epidermal bilyiime faktorii reseptoric (EGFRt)
seleksiyon epitopu veya diger bir modifiye edilmis hiicre-yiizeyi molekiilii diger
dizilere baglanir, Bir érnek dizi, EGFRt’ye bagh, yiizey ifadesini yonlendiren,
GMCSFR alfa zinciri sinyal dizisidir. GMCSFR, niikleotidler 1-66 tarafindan
kodlanir ve EGFRt SEQ ID NO: 1’¢ ait niikleotidler 67-1071 tarafindan kodlanur.
Sekil 7’ve bakiniz. Ayrica Sekil 7'de, EGFRt’ye baghh GMCSFR alfa zinciri
sinyal dizisine ait antisens dizisi (SEQ ID NO: 2} ve amino asit (SEQ ID NO: 3)
dizileri bulunur. Bu tiir diger bir dizi, bir anti-CD19 kostimtilatér kimerik antijen
reseptoriinii (CD19R-CD28gg-Zeta(CO)) ve aynlabilir bir T2A baglayicisi
kodlayan kodon-optimizeli bir ¢DNA dizisidir. Sitoplazmik CD3-{ alanina
kaynasik hale gelen sitoplazmik kostimiilatér (CD28) bir alan aracilifiyla sinyal
yollayan CD19%a 6zgii kimerik bir antijen reseptoriinii (CAR) ifade etmek lzere
modifiye edilen sitotoksik T lenfositleri (CTL’ler), CD28-aracili hayatta kalma ve

gelistirilmis sitokin Gretimine atfedilen daha {istiin anti-timor potansiyeli gosterir.
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Bu vapi, ayrica setiiksimab-biyotin/anti-biyotin mikro boncuklart kullanilarak
CAR-ifadeli transdiiktanlarin immiinomanyetik olarak saflastirilmasi amaci ile
kesik bir insan EGFR’sine (EGFRt) yonelik bir C-terminal 2A aynlabilir
baglayici, akabinde kodlayici dizi icermek Uzere modifive edilebilir. Sekil 8
olarak eklenen CD19R-CD28gg-Zeta(CO)-T2A-EGFRt dizisi, SEQ ID NO’lar 4
(niikleotid sens dizisi), 5 (niikleotid anti-sens dizisi) ve 6’ya (protein) bakiniz.
Primer insan T hucrelerinin bu kodon-optimizeli cDNA ile lentivektor

transdiiksiyonu, CAR ve EGFRt’nin koordineli ifadesini yénlendirir (Sekil 9).

Aksi halde ilerideki seleksiyon olmadan transdiiksiyon prosediirlerinin &ziinde
olan transgen ifade iriinleri arasindaki degiskenligi ortadan kaldirmak {izere,
ClintMACS cihaz1 (MiltenyiBiotec, BergischGladbach, Almanya) kullanilarak
immiinomanyetik seleksiyon ile uyumlu immiinojenik-olmayan bir seleksiyon
epitopu (EGFRt) gelistirilmistir. Ornegin, EGFRt membran distal EGF-baglayici
alan1 ve ektoplazmik sinyallesme kuyrugu bulunmayan kesik bir insan epidermal
hiicre faktori reseptoriidiir, ancak ticari anti-EGFR mAbsetiiksimabi1 taratindan
taninan hiicre digt membran proksimal epitopunu tutar. Sekil 1°¢ bakimz.
Biyotinlenmis-setiiksimab, anti-biyotin  mikro boncuklan  (Miltenyi) ile
kombinasyon halinde immiinomanyetik seleksiyona uygulanir. CD19R-CD28gg-
Zeta(CO)-T2A-EGFRt ile lentiviral olarak transdiise edilen insan OKT3
patlamalar,  MiltenyiAutoMACS  cihazi  kullanilarak  immiinomanyetik
seleksiyona tabi tutulmustur ve EGFRt+CAR+ T hiicrelerinin sikligi, hiicre
preparati bakimindan gézlenebilir toksisite olmadan %22°den (seleksiyon dncesi)
%99’a (seleksiyon sonrasi) arttirlmistir (Sekil 3). Immiinomanyetik ayirmanin
yerine veya buna ek olarak EGFRt’nin floresan temelli hilicre ayirma teknikleri

kullanilarak saflagtirillmas1 ayn1 zamanda miimkiindir.

EGF-baglayict alanlar ve hiicre i¢i sinyallesme alanlarinin yoklugundan dolayi,
EGFRt T hiicreleri tarafindan ifade edildiginde aktif degildir. Onemli bir sekilde,
EGFRt ile segilen T hiicreleri istenilen efektdr fenotiplerini muhafaza eder - buna

EGFRt 1ile koordineli olarak ifade edilen kimerik antijen reseptdrii aracili olan
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anti-timor sitotoksik aktivite dahildir ve var olan genisleme protokollerine gore

uygun olmaya devam eder.

Sonug olarak, bu EGFRt onceden belirtilmis olan diger seleksiyon markorleri ile
karsilastirildiginda imminoterapétik hiicre iriinlerine yonelik birgok avantaja
sahiptir. Spesifik olarak, kesik CD4 ve CDI19’un aksine bu, lenfositlerin alt
popiilasyonlar: tarafindan endojen olarak ifade edilmez. ilaveten, kesik CD34 ve
disik afiniteh biiylime faktorii reseptériiniin aksine, immiin hiicre irinlerini
negatif olarak etkileyebilecek (yani, sinyallesme veya trafik bakimindan) herhangi
bir aktiviteye sahip degildir. Son olarak, tek basina bilinen, tercihen ticari olarak
temin edilebilen, farmasotik dereceli antikor reaktifine, yani, setiiksimaba
baglanabilir/taninabilir. Birlikte, bu katkilar adoptif immiinoterapi bakimindan
hiicre tiriinlerinin retimine uygulanabilen herhangi bir
transfeksiyon/transdiiksivon sistemine yonelik EGFRt'yi daha dstlin  bir
seleksiyon markorii yapar. Bu yiizden, EGFRt immiinoterapétik olarak alakali
olan lentiviral olarak transdise edilen T hiicrelerine yonelik bir seleksiyon

markéril olarak kullanilmak tizere olduk¢a uygundur.

Aym zamanda, asagidaki kriterlere sahip yeni terapotik hiicre {irlinlerinin
tanimlanmasina yonelik yontemler saglanir: terapétik olarak kullanilabilir olmasi
amaglanan 6znede modifiyve edilmis olarak endojen bir sekilde ifade edilmeyen
modifiye edilmig bir endojen hiicre-ylizeyi molekiili, ligandi veya reseptorii,
liriiniin veya tirlinlin uygulanacag 6znenin islevselligini engellevebilecek ve
bilinen bir antikor tarafindan taninabilecek herhangi bir immiinoaktiviteye veya

diger bir islevsel aktiviteye sahip degildir.

Ornekler, bulusun anlasilmasina yardimel olmak iizere belirtilir, ancak herhangi
bir sekilde bunun kapsaminm kisitlama amacini tasimaz veya kisitlamak iizere
olusturulmamalidir. Ornekler, klasik yéntemlerin detayli agiklamalarini icermez.

Bu tiir yéntemler, teknikte uzman kisilerce iyi bilinir ve sayisiz yayinda agiklanir.
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Ornek 1: EGFRtCnin iiretilmesi ve EGFRt ifade eden T hiicrelerinin

immiinomanyetik seleksiyonu

Materyaller & Yoéntemler

Antikorlar ve Akis Sitometrisi

FITC-, PE- ve PerCP ile konjuge edilen izotip kontrolleri, PerCP ile konjuge
edilen anti-CD8, FITC ile konjuge edilen anti-CD4, PE ile konjuge edilen anti-
[FNy, PerCP ile konjuge edilen anti-CD45 ve PE ile konjuge edilen streptavidin,
BD Biosciences’dan (San Jose, Kaliforniya) elde edilmistir. Biyotinlenmis anti-
Fc, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc. (Westgrove, PA) sirketinden
alinmigtir. PE ile konjuge edilen anti-Biyotin, MiltenyiBiotec (Auburn,
Kaliforniya) sirketinden alinmustir. Biyotinlenmis EGF, Molecular Probes®
Invitrogen (Carlsbad, Kaliforniya) sirketinden alinmugtir. PE ile konjuge edilen
anti-EGFR, Abcam Inc. (Cambridge, MA) sirketinden alinmistir. Tiim antikorlar
ve biyotin-EGF, iireticinin talimatlarna gore kullanilmigtir. Akis sitometrik veri
edinimi, bir FACScalibur (BD Biosciences) ile gergeklestirilmistir ve bir analiz
bélgesindeki hiicre ylizdesi FCS Express V3 (De Novo Software, Los Angeles,

Kaliforniya) kullanmilarak hesaplanmistir.

Biyotinlenmis-setiiksimabin {iretimine yonelik, 200mg setiiksimab (Erbitux®),
527mL bir MidGee Halka Kartusu (UFP-30-E-H42LA) kullanilarak PBS’ye (D-
PBS, pH 7.5 0.1) tampon ile degistirilmistir (19 saat). 2mg/mL’deki materyal
akabinde oda sicakliginda 1 saat gerceklestirilen bir reaksiyonda Sulfo-NHS-LC-
Biyotin kullanilarak 20:1 oraninda modifiye edilmistir ve akabinde asir1 biyotini
uzaklastirmak (zere diyafiltrelenmistir. 200 mg biyotinlenmis setiiksimab,
akabinde 533 mL MidGee Halka Kartusu (UFP-30-E-H42LA) kullanilarak
PBS’ye (D-PBS, pH 7.5+ 0.1) tampon ile defistirilmistir (18 saat). Gliserol, % 20
olan nihai bir konsantrasyona eklenmistir ve akabinde materyal kiiglik siselerin

icinde dondurulmustur.
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Hiicre hatlar

Aksi belirtilmedigi siirece, tiim hiicre hatlar1, bundan sonra kiiltlir ortami olarak
refere edilen (CM) olarak 2 mM L-glutamin (Irvine Scientific), 25 mM N-2-
hidroksietilpiperazin-N"-2-etansiilfonik asit (HEPES, Irvine Scientific), 100 U/mL
penisilin, 0.1 mg/mL streptomisin (Irvine Scientific) ve %10 1s1 ile devre dist
birakilan fetal dana serumu (FCS, Hyclone, Logan, UT) ile takviye edilen RPMI

1640°da (Irvine Scientific, Santa Ana, Kaliforniya) muhafaza edilmistir.

T hiicrelerini iiretmek tlizere, insan periferal kan mononiikleer hiicreleri (PBMC),
City of Hope Ulusal Tip Merkezi i¢ Denetleme Kurulu-onayh bir protokole
katilan rizasi alinan saglikli dondrlerden elde edilen heparin uygulanmis periferal
kandan Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) iizerinde yogunluk
gradyani santrifiij islemi ile izole edilmistir. Hat A’nin tiretimine yonelik
yikanmus PBMC, 25U/mL IL-2 wve 1:1 (hiicre:boncuk) oranmna sahip bir
Dynabeads® Insan T genisleticisi CD3/CD28 (Invitrogen, Carlsbad, Kaliforniya)
ile stimiile edilmigtir. Diger hatlarm firetimine yonelik yikanmig PBMC, ilk énce
kullanicinin her bir protokolii i¢in anti-CD45RA boncuklan (MiltenyiBiotec)
kullamlarak utoMACS™ ile sonuna kadar tiiketilmistir ve baz1 durumlarda aym
zamanda anti-PE boncuklar (MiltenyiBiotec) igeren PE ile konjuge edilen anti-
CD4 (BD Biosciences) ile sonuna kadar tiiketilmistir. Ortaya ¢ikan hiicreler
akabinde saflastirilmis CD62L'CD45RO" Tey tiretmek  iizere biyotinlenmis
DREGS56 (anti-CD62L) ve anti-biyotin boncuklart (MiltenyiBiotec) kullanilarak
autoMACS™ pozitif seleksiyona tabi tutulmustur. CD8" hiicreleri iireticinin her
bir protokoliine yonelik AutoMACS™ (MiltenyiBiotec) kullanilarak bazi
durumlarda ayrica segilmisti. CMV’ye 0Ozgii hiicreler, spesifik-olmayan
stimiillasyondan kaginmak iizere FCS’nin yerine %10 insan serumu kullanilarak
i¢ hafta boyunca haftada bir 4:1 (cevap veren: stimiilatér) olan bir oranda 5U/ml
rhIL-2 (Chiron, Emeryville, Kaliforniya) ile T hiicrelerinin ve otolog radyasyona

maruz kalmis viral antijen bulunduran hiicrelerin stimiile edilmesi ile {iretilmistir.

22



10

15

20

25

30

02319-P-0001

Viral antijen bulunduran hiicreler, CMVpp65 antijenini ifade etmek lizere genetik

olarak modifiye edilmis olan PBMC‘den derive edilmistir.

PBMC, Insan T hiicresi Niikleofektsr kiti (Amaxa Inc., Gaithersberg, MD)
kullanilarak ntikleofeksiyon soliisyonunda tekrardan siispanse edilmistir ve 5 x
107 hiicreleri, 100 pL/kiivet olan nihai bir hacimde 10ug HygroR-pp65 pEK
(veya Amaxa Inc. sirketinden pmaxGFP, bir transfeksiyon kontrolii olarak) igeren
0.2-cm  kiivetlerin igine sivi bolintli haline getirilmistir ve bundan sonra
hiicrelerin y-131lamasimmdan (1200 c¢Gy) 6nce 37°C’de 6 saat toparlanmasma izin

verilmistir.

CD19CAR-T2A-EGFRt_epHIV7 (pl02104) ve CDI9CAR-T2A-EGFRt-T2A-
IMPDH2dm_epHIV7 (pJO2111) lentiviral yapilari, belirtildigi tizere a) CD19’a
ozgli FmC63 mAb, bir IgGl bagli-Cy;-Cys, kostimiilatér molekiill CD28’in
transmembran ve sitoplazmik sinyallesme alanlar ve CD3{ zincir[10] kisminin
sitoplazmik alanina ait Vyve V) geni béliimlerinden olusan kimerik antijen
reseptorii (CAR) dizilerini; b) kendiliginden-ayrilan T2A dizisi[11] kismini; ¢)
kesik EGFR dizisini (Sekil 1’e bakiniz) ve d) MPA-direnci sunan IMPDH?2 cift
mutanti i¢erir. Lentiviral transdiiksiyon, 1:10 olan bir oranda 30 ng/mL anti-CD3¢
(OKT3; Ortho Biotech, Raritan, NJ) (vani, Hat A’ya ydnelik) veya insan
CD3/CD28Dynal boncuklart (yani, Hatlar B, C, D ve E’ye yonelik) ve 25U
IL2/ml ile stimiile edilen T hiicrelerinde gerceklestirilmistir. Hiicreler, 3 MOI
olarak lentiviriis ve 5ug/ml polibrenin eklenmesinden oOnce RetroNectin®
(50ug/ml) kapl plakalarin Gizerinde 37°C’de 2 saat kadar kiltiirlenmistir. 4 saat
sonra, sicak ortam hacmi {lice katlamak {lizere eklenmistir ve hiicreler akabinde
yikanmistir ve 48 saat sonra taze ortamda kaplanmistir. EGFRt-ifade eden
hiicrelerin - AutoMACS™ ile ayrilmasi, {reticinin her bir talimati i¢in
biyotinlenmis setliksimab ve anti-biyotin mikro boncuklar (MiltenyiBiotec) ile
gerceklestirilmistir. Hizli genisleme ortaminda (REM) T hiicrelerinin genislemesi,
giin 1’den baglayarak 48 saatte bir S0U/mL rhlL-2 ve 10ng/ml rhlL-15
(CellGenix) eklenmesi ile 50 mL CM icinde 30 ng/mL anti-CD3e (OKT3; Ortho
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Biotech, Raritan, NJ), 5 x 107 v ile 1sinlanmis PBMC’ler (3500 ¢Gy) ve 107 y ile
isinlanmis LCL’ler (8000 ¢Gy) ile 10° T hiicrenin inkiibasyonunu igermistir. T

hiicreleri 14 glinde bir bu sekilde tekrardan stimiile edilmistir.

EBV ile transforme edilen lemfoblastoid hiicre hatlarn (LCL’ler) oOnceden
aciklandigi  tizere PBMC’den yapudmustir [13]. LCL-OKT3 hiicreleri,
AmaxaNiikleofektor kitt T kullanilarak niikleofeksiyon soliisyonu i¢cinde LCL nin
tekrardan siispanse edilmesi, Sug/107 hiicrelerinde OKT3-2A-Higromisin_pEK
(pJ01609) plazmidinin eklenmesi ve AmaxaNiikleofektor I (program T-20)
kullanilarak elektroliz yontemi ile gozenekli hale getirilmesi yoluyla tretilmistir.
Ortaya g¢ikan LCL - OKT3-2A-Higro pEK (cJ03987), 0.4mg/ml higromisin
igeren CM iginde biyiitiilmiistir. Fare miyelom hath NSO (Andrew
Raubitschek’den hediye, City of Hope Ulusal Tip Merkezi, Duarte, Kaliforniya),
Niikleofektdr kiti T (Amaxa Inc., Gaithersberg, MD) kullanilarak niikleofeksiyon
solisyonunun iginde tekrardan siispanse edilmistir, CD19t-DHFRdm-2A-
IL12 pEK (pJO1607) veya GFP-IMPDH2dm-2A-IL15 pcDNA3.1{+) (pJ01043)
plazmidi, 5pg/5x106 hiicrelerine eklenmistir ve hiicreler AmaxaNiikleofektdr 1
(program T-27) kullamlarak elektroliz yontemi ile gézenekli hale getirilmistir.
Ortaya cikan NSO - CDI9t-DHFRdm-2A-IL12 pEK (cJ03935) ve NSO -
GFP:IMPDH2-IL15(I1.2ss) pcDNA3. 1(+) (¢J02096), 0.05uM metotreksat (MTX)
veya 6 uM mikofenolik asidin (MPA) varliginda %10 1s1 ile devre dis1 birakilan
FCS, 25mM HEPES ve 2 mM L-glutamin ile takviye edilen DMEM nin (Irvine
Scientific, Santa Ana, Kaliforniva) iginde biyiitilmistir. U251T olarak
adlandirilan U251°in tlimorijenik susu, Dr. WaldemarDebinski (Wake Forest,
New York) tarafindan verilen zarif bir hediye olmustur. U251 T-pp65, 1 MOI’de
pp65-2A-eGFP-ffluc epHIV7 (pJ01928} ile U251T nin lentiviral transdiiksiyonu
tarafindan Uretilmistir. Ortaya c¢ikan U251T - pp65-2A-eGFP-ffluc epHIV7,
akabinde GFP' popiilasyonuna (cJ05058) yénelik FACS ile ayrilnustir. Daudi
lemfoma hatti, ATCC’den satin alinmustir ve RPMI 1640 (Irvine Scientific), 2
mM L-Glutamin (Irvine Scientific), %10 1s1 ile devre dis1 birakilan FCS’den
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(Hiklon) olusan ortamda bilyitiilmiistir. SupB15 akut lemfoblastik [&semi

hiicreleri ve A431 epidermoid karsinoma hiicreleri, ATCC’den satin alinmustir.
Protein Analizi

Hiicreler (107’ye kadar), fosfataz inhibitér kokteyli II'yi (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO) (hacim olarak 1:20 inhibitdr ila tampon) igeren 80uL olarak %l
Triton-X liziz tamponu ile ¢dziinmiigtiir. 50pg protein, her bir seride yiiklenmistir
ve Western blotlari, treticinin her bir talimatina gére Fosfo-EGF reseptor antikoru
numune kiti (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA) akabinde IRDye™
680CW veya 800CW ile konjuge edilen ke¢i anti-tavsan antikorlart (LI-COR,
Lincoln, NE), aynt zamanda IRDye™ 800 ile konjuge edilen anti-beta-Aktin
antikorundan (LI-COR) antikorlar ile sonda yoluyla incelenmistir. Blotlar,

Odyssey Kizil Otesi Gériintiileme Sistemi’nde (LI-COR) gériintiilenmistir.
Kromiyum-salinuim analizleri

T hiicrelerinin sitolitik aktivitesi, 4-saatlik kromiyum-salimm analizi (CRA)
tarafindan belirlenmistir, burada efektdr hiicreler, 200 ul. CM iginde ¢esitli E:T
oranlarinda 5x10° *!Cr-etiketli hedef T hiicrelerini (Nay’'CrOs; (SmCi/mL);
Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ) iceren V-alth 96-g6z1ii mikro-plakalarin
ic misli gbzlerine ekilmistir ve %5 CO,, 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
Plakalar santrifiijlenmistir ve 100 pl siipernatant bir v-sayaci (Packard Cobra I,
Downer's Grove, IL) kullanilarak kromiyum salinimim degerlendirmek {iizere her
bir gozden uzaklastirilmistir. Spesifik liziz ylizdesi, asagidaki gibi hesaplanmistir:
100 x (deneysel salinnm - kendiliginden salinim)/(maksimum salinim -
kendiliginden salinim). Maksimum salinim, %2 SDS ile ¢oziinen etiketlenen

hedefleri iceren gozlerdeki °'Cr iceriginin dl¢iilmesi ile belirlenmistir.

Antikora baglt hiicre aracili sitotoksisite, 10pug/mL Kkadar setliksimab veya

rituksimab (CD20’ye 6zgii bir mAb) ile 90 dakika onceden inkiibe edilen 5x10°
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*1Cr-etiketli hedef T hiicreleri kullanilarak yukaridaki gibi kromiyum salinimi ile
belirlenmistir, yikanmistir ve akabinde 5x10° taze izole PBMC ile birlikte inkiibe

edilmistir.

T hiicre melezlemesi ve in vivo olarak setitksimab aracill intibhar

T hiicre melezlemesine yonelik, alti ila on haftalik NOD/Ckby IL-2RyC ™™
fareleri 107 T hiicreleri ile giin (’da damar yoluyla enjekte edilmistir (Hat C).
2x107 1gmlanan (8000 rad) NSO - GFP:IMPDH2-IL15(IL2ss)  pcDNA3.1(+)
(cJ02096) hiicreleri, in vivo olarak insan IL-15"in sistematik tedarikini saglamak
izere giin 0’dan baglayarak haftada 3 kez intraperitoneal yolla uygulanir. Kemik
iligi, Otenazi uygulanmis hayvanlardan hasat edilmistir ve akis sitometrisi ile
analiz edilmistir. Antikora bagl hiicre aracili sitotoksisite analizleri, EGFRt' T

hiicrelerine karsi setilksimabin aktivitesini belirlemek lizere gerceklestirilir.

Sonuglar

EGFRt ifade eden T hiicrelerinin immiinomanyetik seleksiyonu

Tiim nzunluga sahip EGFR’nin sadece transmembran alam ve hiicre disi alanlan
ITT ve TV’ii igeren kesik bir insan EGFR (EGFRt), immiinomanyetik seleksiyon ile
uyumlu immiinojenik-olmayan bir seleksiyon epitopu olarak iiretilmistir. Sekil
1’de gosterildigi {izere molekiil modeli, EGFRt setiiksimab ile baglanma 6zelligini
korur, ancak hiicre i¢i alanlarin yoklugundan dolayr herhangi bir sinyallesme
kapasitesine sahip degildir. [laveten, EGF-baglanmasina yonelik gerekli olan N-

terminal alam bulunmaz.

EGFRt-ifade eden hiicrelere ydnelik immiinomanyetik olarak secmek iizere,
biyotinlenmis-setiikksimab, ticari olarak temin edilebilen anti-biyotin mikro
boncuklar: ve bir AutoMACS™ ayiricist (MiltenyiBiotec) (Sekil 2¢) ile birlikte
kullanilmak tizere tretilmistir (Sekil 2a, b). EGFRt-iceren yapilar ile ¢esitli T
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hiicre hatlarinin lentiviral transdiiksiyonu, burada EGFRt geni, kendiliginden-
ayrilan T2A dizisi ile bir veya her iki tarafta ilgili diger genlerden ayrilmistir,
%40’tan daha az hiicrede EGFRt molekiiliiniin yiizey tespiti ile tutarli olarak
sonuclanmustir (Sekil 2d). Yiizey tespiti, aym1 zamanda bir EGFRt-sr39TK
fiizyonu ile saglanabilir. Immiinomanyetik seleksiyon, %90’dan daha fazla saflik
ile EGFRt™ T hiicre popiilasyonlarinin toparlanmasina izin vermistir. T hiicre
popiilasyonlart bu transdiksiyonu yasamistir ve seleksiyon prosediirli, anti-
CD3/anti-CD28 boncuk 1le stimiile edilen T hiicre patlamalarini (Hat A’ya
yonelik), merkezi bellek (CD45RO™CD62L" Tey) ile derive edilen T hiicrelerini
(Hatlar B, C ve E’ye yonelik), bu bazi durumlarda aym1 zamanda CMV
spesifikligi (endojen TCR aracilifiyla; Hat B’ye yonelik) veya CDR® ifadesine (Hat
C’ve yonelik), aynt zamanda efektdr bellek (CD62L" CD45RO' Tgy) ile derive
edilen T hiicrelerine (Hat D’ye yonelik) yonelik 6nceden segilmistir. Bu veriler,
orijinal transdiksiyon etkinliginin %2 kadar disliik olmasi halinde bile,
EGFRt’nin T hiicre transdiktanlarinin gesitli kaynaklarina yonelik bir seleksiyon

markorii olarak basarili bir sekilde kullanilabilecegini gdsterir.

Secilen T hiicrelerinde EGFRt nin inaktivitesi

EGFRt’nin aktif olmadigim dogrulamak iizere, EGFR fosforilasyonuna yoénelik
Western immiinoblot analizleri, EGF veya setiiksimab ile kiiltiir isleminden sonra
EGFRt-secilen T hiicrelerinde gerceklestirilmistir. Beklendigi {izere, setiiksimab
EGFR' hiicre hatti A431°de bile yukarida arka planda EGFR fosforilasyonunu
baslatmamustir (Sekil 3A). Tlaveten, A431 hiicreleri ile goriilenin aksine, EGF ile
birlikte inkiibasyondan sonra Hat A’nin lizatlarinda herhangi bir fosforilasyon
goriilmemistir. Gergekten de, biyotinlenmis EGF kullanilarak, akig sitometrik
analizi, EGF’nin beklendidi iizere N-terminusunda bulunan kesikten dolayi
EGFRt-secilen T hiicrelerini baglayamadigimi  dogrulamistir (Sekil 3b). Bu
EGFRt' T hiicreleri, aym zamanda setilksimabdan ayrt herhangi bir diger anti-

EGFR antikoru tarafindan taninmanustir,
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Geniglemis EGFRt" CDI9CAR'T  hiicrelerinde efektéor  fenotipinin

korunmasi

AutoMACS™ ayirma isleminden hemen sonra, secilen T hiicreleri OKTS3,
1sinlanmis PBMC besleme hatti ile LCL, IL-2 ve IL-15 ile birlikte REM
stimiillasyonundan sonra 12 giin i¢inde 30-kat veya daha fazla genislemistir (Sekil
4a). Ortaya c¢ikan geniglemis EGFRt" T hiicrelerinin akis sitometrik analizi, ayrica
bunlarin CDI9CAR ve CDS8, TCR, CD3, perforin, granzim vb. gibi T hiicre
markérlerini ifade ettiklerini dogrulanustir (Sekil 4b). ilaveten, bu EGFRt-segilen
hatlarin CD19CAR ile yonlendirilen sitotoksik aktivitesi, CD19-ifade eden tiimor
hedefleri kullanilarak kromiyum salinim analizlerinde agikga gorilmiustiir (Sckil
4c). Hat E’nin CD19’a 6zgii yeniden aktivitesi karsisinda bunun segilmemis veya
'parental’ kopyasmin direkt bir karsilastirmasi, EGFRt-seleksiyonundan sonra
gelistirilmis CDI19CAR-aracili sitotoksisite oldugunu gésterir. Ek olarak,
CMV’ye ozgii Tey ile derive edilen CD19CAR'EGFRt Hat B hiicreleri, ayni
zamanda CMV-pp65 antijenini ifade eden hedeflere karsi bunlarin endojen T

hiicre reseptorleri yoluyla sitotoksik aktiviteyi gosterir.

CDI9CAR'EGFRt IMPDH2dm™ Hat E’ye yénelik, inosin  monofosfat
dehidrogenaz 2 c¢ift mutantinin (IMPDH2dm), IMPDH2-inhibitér mikofenolik
asidine (MPA; organ naklinde reddetme durumunu &énlemek Gizere kullanilan
yaygin bir immiinosiipresan) karst direng gosterme kabiliyeti, ayn1 zamanda test
edilmigtir. 1 uM MPA’da kiiltiir isleminden sonra, Hat E hiicrelerinin hayatta
kalmas1 ve/veya cogalmasi engellenmez (Sekil 4d). Bu durum, IMPDH2dn geni
ifadesi bulundurmayan bir kontrol T hiicre hatti ile goriilen inhibisyona terstir. Bu
veriler, EGFRt-aracili seleksiyonun T hiicrelerini  transdiise etmek iizere
kullanilan lentiviral yapida mevcut olan diger genlerin karsilik gelen seleksiyonu

ile sonug¢landigina dair daha fazla kanit saglar.
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EGFRt' T hiicrelerinin in vivo olarak takip edilmesi

In vivo olarak melezlenen T hiicrelerinin tespit edilmesine yonelik potansiyeli test
etmek lizere, CD19CAREGFRt Hat C ile melezlenmis olan farelerden toplanan
kemik ilig1 hicreleri, biyotinlenmis setiiksimab kullanilarak akis sitometrisi ile
analiz edilmistir (Sekil 5). T hiicrelerini almamis olan kontrol fareleri, murin
EGFR’ye kars1 setliksimabin biraz karsi-reaksiyon gosterdigini ortaya ¢ikarmastir.
Bu yiizden, melezlenen Hat C hiicrelerinin basarili olarak tespit edilmesinin hem
insan CD45 hem de EGFRt’ye yonelik cift lekeleme gerektirdigi belirlenmistir.
Hiicreler, aym1 zamanda biyopsi materyalinin gorintilenmesine yonelik

potansiyeli belirlemek iizere immiinhistokimya kullamlarak analiz edilebilir.

EGFRt' T hiicrelerinin setiiksimab aracih sitotoksisitesi

Setiiksimabin antikora baglh hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) araciligiyla EGFR-
ifade eden hiicreleri ¢ozdiigiinin bilinmesinden dolayi, analizler EGFRt'T
hiicrelerine  karsi  setitksimabin =~ ADCC  aktivitesini  belirlemek  {izere
gergeklestirilmistir (Sekil 6). °'Cr ile etiketlenen Hat A hiicreleri hedeflenen
olarak ve taze izole insan PBMC’nin efektér olarak kullanilmasi yoluyla,
CD20’ye dzgli insanlagtirilmis mAbRituksan kullanilirken setiiksimabin yukarida

gdriildiigli tizere kromiyum-salinimina biiviik élgiide aract oldugu bulunmustur.

EGFRt" T hiicrelerinin terapétik kullaniminin érnegi

Otolog bir miyeloablatif kok hiicre nakli prosediiriine yonelik aday olan yliksek
riskli orta dereceli B-hiicre lemfomasina sahip yetigskin 6zneler, adoptif olarak
transfer edilen otolog Tem ile derive edilen CDI19R' CD8' EGFRt T hiicre
greftleri ile nakil-sonrasi immiinoterapi alabilir. Her hastadan toplanan bir
l6koferez  lirini, Tcm  seleksivonu, klinik dereceli CDI9CART2A-
EGFRt epHIV7 ile transdilksiyon ve akabinde kapali bir sistemde EGFRt™

hiicrelerinin seleksiyonu ve geniglemesini yasar. Elde edilen hiicre driinleri
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(sterilite ve tiimore Ozgl sitotoksisite testleri dahil olmak tlizere) kalite kontrol
testlerinden gecirildikten sonra, dondurulmuslardir. Ote vyandan, 16koferezi
takiben, calisma katilimeilar sitorediiktif kemoterapi ve G-CSF ile oto HSC
toplama islemine yonelik mobilizasyon ile birlikte standart Kurtarma
kemoterapisine baslar. EGFRt ile sec¢ilen, CD19’a 6zgli T hiicrelerinin ayni
zamanda normal CD20*(CD19") B hiicrelerini hedefleyecek olmasindan dolayi, B
hiicre sayilart ilk 6nce genetik olarak modifiye edilmis CTL’ nin alinmasindan
sonra alicinin enflamatuar yanitima azaltmak izere Rituximab™ kullanilarak
azaltilabilir ve ayni zamanda lenfoma hiicrelerini derhal hedef almak iizere
inflizyon T hiicrelerinin kullanilabilirligini arttirir. {laveten, Rituximab™ genetik
olarak modifiye edilmis T hiicrelerine karst humoral bir immiin tepkisini
koreltebilir. Rituximab™’nin Kurtarma/Hazirlayict kemoterapi rejiminin  bir
pargast olarak verilmemesi halinde, arastirma katilimcilar1 4 haftalik planli oto-
HSCT prosediiriiniin i¢inde 375 mg/m”de tek bir intravenéz Rituximab ™
infizyonunu alabilir (kimerik anti-CD20 antikoru). Rituximab ™ infiizyonu,
difenhidramin ve asetaminofen ve hidrokortizon ile premedikasyon dahil olmak
izere standart uygulama bagina gerceklestirilebilir. HSCT den sonra Giin +2 veya
Giin +3’te,otolog dondurulmus CDI9R + CD8 + EGFRt + T hiicre iriini
tasmacaktir, eritilecektir ve hasta yataginda infiizyon yoéntemi ile uygulanacaktir,
Arastirma katilimeilari, T hiicresi infiizyonundan en az 30 dakika once 15 mg/kg
asetaminofen P.O (maksimum 650mg) ve difenhidramin 0.5-1 mg/kg 1.V,
(maksimum doz 50mg) ile dnceden ilag ile tedavi edilebilir. Klinik ve laboratuvar
korelasyon takip ¢alismalari akabinde hekimin takdirine gore yapilabilir ve CD19
ifade eden lenfoma hiicrelerinin ve/veya adoptif olarak transfer edilen T
hiicrelerinin varhgina yonelik kantitatif RT-PCR ¢aligmalarini, FDG-PET ve/veya
CT taramalarini;

hastalifa 6zgii patolojik degerlendirmeve yonelik kemik iligi muayenesini; lenf
diigiimli biyopsisini ve/veya gen transferi ¢alismalarinda uygulanan FDA'nin
Biyolojik Tepki Degistiriciler Danisma Komitesi tarafindan belirlenen rehber
ilkelere gore uzun siireli takibi igerebilir. Sekil 10, mevcut iirlinlerin ve

yontemlerin klinik olarak test edilmesine yonelik olas1 bir semayi saglar.

30



10

15

20

25

30

02319-P-0001

Mevcut bulus, bulusun birka¢ acisinin aciklamalari olarak amaglanan 6rneklerde

aciklanan spesifik diizenlemeler tarafindan kapsam bakimindan kisitlanmaz.
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