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OZET
TH1 NITELIKLERI VE SITOLITIK OZELLIKLERI IFADE EDEN HUCRELER

Hem Th1l niteliklerine hem de sitolitik aktiviteye sahip yeni bir hlicre tlrl Uretilmigtir. Bu
Thi/éldiract hicreler, periferal kandan saflastltlith(sl CD4+ hicreleri ve sitotoksik T-
hicreler {CTL} ile benzer sitolitik aktivite ile birlesik IFN-gamaninl Gretimi gibi Thl
niteliklerine sahip olmasligin islenmistir. CTL aktivitesi, normal hiicreler harig hastalkl[]
hiicreleri hedef almaktad) Th1/éldirlich hiicrelerin sitolitik aktivitesi, Granzim B-Perforin
mekanizmas[tarafidkdan yoneltilimektedir ve hastalklhiicrelerin apoptotik dlimiyle
sonuc¢lanmaktadlc] Th1/6ldlrtch hiicrelerin hastaya allojeneik oldugu bir hastaya sitolitik
aktivite ile bu Thl/dldirict hicrelerin  uygulanmashln, Thl/6ldirict hicreler
olusturmak icin CD4+ T-hicrelerinin etkinlestirilmesinin, periferal kandan CD4+ hiicreleri
aylfaykeren bu Th1/8ldirdci hiicrelerin retilmesinin ve kullanImashlnl yéntemleri.
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1.

10.

11.

ISTEMLER

Thiféldiract  hidcrelerin, ekzojen  sitokinler eklenmeden, etkinlesmig  hcreler
dondurulmadan ve sonra CD3 ve CD28 hiicre ylzey molekdiillerinin capraz badlanmaskyla
hiicreler yeniden etkinlestiriimeden, CD3 ve CD28 hiicre ylzey molekiillerinin capraz
baglanmaslyla naif CD4+ hiicreleri etkinlestirerek elde edilen granzim B ve perforini ifade
eden ex vivo etkinlesmis CD4+ hiicrelerinin oldugu, bir timér hiicre cizgisine kars[Thl
nitelikleri ve dogrudan sitolitik aktiviteye sahip etkinlesmis CD4+ Thi/oldlrlicli hiicreleri

iceren bir bilesim.

Sitolitik aktivitenin NK nitelikleri icerdigi, istem 1'in bilegimi.

. Thi/éldiricl hiicrelerin IFN-gamay[fade ettigi, istem 1'in bilegimi.

Thi/6ldlrictd hicrelerin énemli derecede azaldi@lveya IL-4'ln hi¢ ifadesine sahip

oldugu, istem 1‘in bilesimi.

. Thi/6ldirici hiicrelerin saglKlCdondr periferal kandan tiredidi, istem 1'in bilesimi.

Bilesimin en az yaklasK1 x 107 hiicreleri icerdidi, istem 1‘in bilesimi.

. Bilesimin en az yaklasK 1 x 10® hiicreleri icerdidi, istem 1'in bilesimi.

Thifoldirict hicrelerin sitolitik aktivitesinin belirli bir bicimde saglklICHondrlerden elde
edilen hiicreleri degil, hastalklCThiicreleri etkisizlestirdigi, hastallklChiicrelerin tercihen
kanserli hiicreler, enfeksiyonlu hiicreler veya bunlarfl kombinasyonlarfCigerdidi, istem

1'in bilesimi.
Timor hicre gizgisinin ARH77 oldudu, istem 1'in bilesimi.

Bilesimin etkinlesmis CD4+ Th1/6lddriici hiicreler ile hastalklChicrelerin dogrudan
etkilesiminin hastalklChiicrelerin yKkImnk yol actidl Jistemler 1 ila 9'dan herhangi birine
gdre, bir hilesimli hastalklChicrelerle temashikeren hastallklthiicrelerin yKIm Okin bir /7

vitro yontem.
Hastalkl[] hiicrelerin  kanserli hiicreler, enfeksiyonlu hicreler veya bunlarnl bir
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kombinasyonunu icerdidi, istem 10°un yontemi.

12, Bilesimin etkili saylda Thl/6ldiiriici hiicreleri igerdigi, istem 1 ila 9'dan herhangi birine
gdre bir hastanl tedavisinde kullanmh igin etkinlesmis CD4+ Thl/6ldUrlct hacreler

iceren bir bilegim.

13. Thi/éldiricii hiicrelerin hastaya allojeneik oldugu, istem 12'yve gore kullan@@ igin
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bilegim.
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TARIFNAME

TH1 NITELIKLERI VE SITOLITIK OZELLIKLERI IFADE EDEN HUCRELER

ONCEKI TEKNIK

Toropatik kanser asEIbir ¢esit imiinoterapidir. Iminoterapi, kanser tedavisi icin ilaclar@ bir
gesidi olarak kemoterapi, radyasyon ve cerrahiye katlak icin ortaya ¢khn yeni bir tedavi
yaklasm@IF] Imiinoterapi yéntemleri, hastalKlar(Bedavi etmek icin immiin sistemin giiciinden
yararlanmaya c¢allGmaktadltl Tdéropatik as@l@dma, var olan vir(s, timédr ve bakteriyel
patojenlere kars[potansiyel olarak iyilestirici bir imiinoterapi ¢esididir. Toropatik asl@r genel
olarak istenen immin yan{[hrttiinak icin tasarlanan bir destekleyici ve hedef hastallktan
tireyen bir antijen kaynadbdan olusmaktadll BazOtoropatik asl@ma protokollerinde,
konaktan (otolog) veya bir dontrden (allojeneik) tlreyen yagayan immun hiicreleri, téropatik
as[@rA bilesenleridir. Otolog ve allojeneik yasayan immin hicreleri, drnegin dendritik
hiucreler, NK hicreleri ve T-hicreleri, kanser tedavisi icin iminoterapi protokollerinde
kullanIhaktad[t]

Lenfositler, omurgalCdimmin sistemin parcalarldir] ve blyik taneli lenfositleri ve kicuk
lenfositleri icermektedirler. Buyik taneli lenfositler dogal olddriicii hiicreleri (NK hicreleri)
icermektedir. Klclk lenfositler T-hicreleri ve B hiicrelerinden olusmaktadlE]l NK hicreleri,
dogustan gelen immiin sistemin pargalardir] ve viral olarak enfekte hiicrelerden ve
timorlerden bir hayvanCsavunmada onemli bir rol oynamaktadlrl NK hiicreleri, coklu doku
uyusumu kompleksi (MHC) sfld yiizey molekilleri aracllyla enfekte olmamElhiicrelerden
timér hicrelerini ve enfekte olmus hicreleri aylit edebilmektedir. NK hiicreleri, enfekte
hiicreleri veya tumér hiicrelerini ylkhn perforin ve granzim B gibi aktivasyon sallm sitotoksik
tanecikleri Gzerinde ve sitokinlere yanltlolarak etkinlestiriimektedirler. NK hiicreleri, hiicre
ylzey isaretleyici CD16+ ve CD56+ taraflddan karakterize edilmektedir, ancak CD4'G ifade

etmez.

T-hacreleri ve B-hicreleri, uyarlanl] immin yanfhl parcalardlr] ve kendine yetemeyen
antijenleri tanlmhaz. B-hlcreleri, antikor dretimi ile kendine yetemeyen antijene yan(]
vermektedir. T-hiicrelerinin farklXirleri, farklIGyollarda kendine yetemeyen antijenlere yan[l
vermektedir. Sitotoksik T-hiicreleri (CTL), CD3+, CD8+ ve TCRap ile karakterize edilmektedir
ve CD4'U ifade etmez. Tumére 6zgi CD8+ CTLler, agdikd[blarak timor ¢kbrtltaskan



10

15

20

25

30

35

sorumludur. Buna ek olarak, CTUer, tim&r hiicrelerini beliri bir bicimde tanlbbilmektedir ve
aynOdokunun normal hicrelerine saldlfinaz. CTLler, kanserli veya hastallklCThicrelerin
6limine neden olan granzim B ve perforin iceren gugli enzimlere sahip toksik tanecikler

uretmektedir.

T vardmcChicreleri, hiicre ylizey isaretleyicileri CD3+, CD4+ ve TCRap ile karakterize
edilmektedir. T yardimhcChiicreleri, diger hiicreler veya molekiller aracliiila immiin yanta
yonlenen sitokinleri veya diger molekiilleri Gretmektedir. T yardmcOhicreler dogrudan
hiicreleri oldirmeye aracClolarak bilinmezler ve dolaylSyla granzim B veya perforin gibi
sitoksik tanecikleri normal olarak icermezler. T yardmcClhicreler, iki alt siofffandlrinaya
ayrlthaktadld T yardimclXir 1 (Thl) ve T yardimclXir 2 (Th2). Thl hicreleri, hicresel
badsklGh aracllklederler ve immiin-aracMimér yok etme icin kritiktir, oysa ki Th2 hiicreleri
sivIshl veya antikor badEKEna aracllkl etmektedirler. Thl ve Th2 hiicreleri, karsd
diizenleyicidirler, artan Thl hdcreleri Th2 hlcrelerini azaltarak diizeltmektedir ve tam tersi

aynlgekilde gergeklesmektedir.

Cesitli imUnoterapi yontemleri ve bilesimleri, hastalarda immiin yanE[gelistirmek veya
bastlrinak igin gelistirilmistir. Hiicre terapi yontemleri, genellikle gogalma, farkll@asma ve/veya
hiucrelerin aktivasyonu ve bu hiicrelerin terapi olarak bir hastaya transferi gibi ex-vivo

islemleri icermektedir.

Benimsenmis imlnoterapi, hastadan lenfositlerin ¢lkbrtlthasol] anti-kanser ex-vivo
aktivitesinin yikseltilmesini, klinik olarak hiicrelerin biiyiik ilgili sayl@ra ¢ogalmashlVe sonra

hiicrelerin hastaya geri dénmesini icermektedir:

Benimsenmis iminoterapide ilk deneyler, bir hastannl kanlokan lenfositlerin ¢khrtIhasnl e
bir immin stimilatér olan lenfokin interldkin-2 (IL-2) varli@inda onlardl blydtdlmesini
icermekteydi. Hlcreler daha sonra hastaya geri verilmistir. Bu lenfositler, lenfokin-denetimli
Alddrica (LAK) hiicreler olarak adlandlrlimaktad(r]

Tumodr hicrelerine kargClglcld bir yanl] timériin kendisinden izole edilen lenfositleri
kullanarak elde edilmistir. Bu tiiméril infiltre eden lenfositler (TILs), IL-2 varl@inda

gogdalmaktadflve tlimdre saldEak igin geri verilmektedir.

Benimsenmis iminoterapi, ex vivo islemli hiicrelerin viicuda girdigi bir iminoterapi bigimidir.
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On klinik calBmalar, anti-timdr aktivitesinin ex vivo denetimli ve genisletilmis otolog
lenfositler ile birlikte interlokin-2 kullanl@rak artticldbildidini 6ne strmdistir. Ayrich, ylksek
doz kapsul interlokin-2 terapi ile birinci amag yan(lbrinb, limpoferezis ile toplanmis! otolog
periferal kan lenfositlerinin in vitro aktivasyonu aracliflyla hazllanan LAK hiicreleri ile birlikte
interlokin-2'yi alan hastalarda dikkat edilmistir ve oncelikli olarak, interldkin-2/LAK [
kombinasyonunun sadece interlékin-2'ninkinden daha aktif oldugu gorilmistir. IL-2, Thi
yardlmclhicreler ile Uretilen bir sitokindir. Benimsenmis iminoterapinin kullan[m b ilgi,
Klinik gallsimalar, IL-2 ile aktive edilmis LAK veya TIL hiicrelerinin eklenmesinin sadece IL-2

eklenmesinden artKldaha etkili oldugunu gdstermede basarBzlolduktan sonra azalmStiE]

CD4+ T (Th) hiicreleri, enfeksiyonlara karsCkonak defansnlnl cogu yéniinln aktivasyonu ve
diizenlemesi igin ve sitotoksik CD8+ lenfositlerin (CTL) yeterli iglevi igin ¢ok dnemlidir. TUmaor
bad Kl bilimindeki cogu arastina, agkl[blarak CD8+ olan ve melanom ile baz[Higer
timorlerden izole edilebilen otolog tiimére 6zgii T-hiicrelerini dogal olarak olusturmaya
odaklanmlstle]l Bu hicreler, in vitro genigleyebilmektedirler ve reinfiize olabilmektedirler.
Benimsenmis imiinoterapinin bu tirli, hastall@Cdider midahalelere dayankl(baz[hastalarda
uzun donemli hayatta kalma ve hedef timdr yanflarfda sonuclanmGtlEl Benimsenmis
iminoterapi olarak CD8+ sitotoksik T-hiicrelerini kullanan kapsamlObir klinik deneyim
olmasb ragmen, zayfElklinik yanflar, hastalar yiiksek ylizdelerde timor reddetmesine

ulasmak icin bu terapilerin gelistirilme ihtivachlnl Gzerinde durmaktadicl

CD8+ lenfositler, CD4+ T-hiicre yardimninl yoklugundan otiirli, bliylik kisImda in vivo
islevselligi strdirmede basarslzl olabilmektedirler. In vitro, CD8+ hiicreleri, MHC-uyumiu
hiicre cizgilerine maruz kalma Uzerine interferon-y (IFN-y)'nin bilyidk miktarlarnl]
salmaktad(lar ve otolog antijen-pozitif ve MHC shlflI-pozitif tiumérleri parcalamaktadrlar.
Ancak, timér hiicrelerinin genetik dengesizligi sKkikla CD8+ sitolitik T-hticreleri igin dogal
olarak givenilmez hedef timdrleri donistiren mevcut endojen antijenleri ve islem
yetenegdinin kaybedilmesine yol acmaktadlcl Buna ek olarak, CD8+ T-hiicreleri, baz[LD4+ T-
hiicre alt kiimelerinde dogustan goriinen bir genis antitiimor yanEhCHiizenlemek igin igsel

yetenekten yoksun gorinmektedir.

CTL'nin benimsenmis transferi ile imiinoterapiler cogu hayvan modelinde bir umut vermistir,
bu sonuglar@ insanlara dénligimdniin zor ve anlaslthaz oldugu kanflanmistEl CD4+
hiicreleri, 6zellikle Thl'in alt tir(, CD8+ &ldlricl hiicrelere adoptif halde transfer edilen

dodal “yardm” sadlamak icin mevcut imiinoterapi armamentariyuma cazip bir ekleme
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olabilirdi. Ancak, timore 6zgli CD4+ hicrelerini dodal olarak olusturma ile calShn Gnemli
bariyerler vard[t] Hastalar[dl verilen herhangi bir populasyonunda CD4+ vyardlmcChiicreler ile
iliskili sIf1II HLA'n[ genetik gesitliligi, epitoplarld tanmlanmasil e TCRleri daha fazla
problemli yaparak CD8+ sitolitik (8lduriicii) T-hiicrelerinde bulunan shIflI HLA durumundan
daha karmagkit] Buna ek clarak, CD4+ T-hiicreleri, CD8+ hiicrelerinden in vitro olarak daha
az geniglemektedir ve kiltlir kosullar[Initelikleri onemli derecede etkilemektedir. Son olarak,
timére ©zgli CD4+ hiicrelerine baglColarak gergekci hayvan modelleri yetersizdir. Bu
faktorler, CD4+ T-hicreleri ve onlaril kiSEICklinik kullanm bl kullanarak shldCdontsimsel
arasttnaya sahipti.

Sitolitik tanecikler granzim B ve perforin iceren, Thl hiicreleri (IFN-gama ve IL-4 degil) olarak
gdrev gbren ve toropatik kanser aglsLile benimsenmig immin hiicre terapi protokollerinde
kullanm icin NK-benzeri aktiviteye (normal hiicreler harig, timér hiicrelerini tanaktadtve
6ldirmektedir) sahip klinik olarak ilgili saylda CD4+ hicrelerinin Uretimi igin bir ydntem
burada ac¢klanmaktadlrl

KISA ACIKLAMA

Hiicre-bazl(X6ropatik kanser asl@r[{hiicresel iminoterapi), kanser tedavisi icin yeni minimal
olarak toksik bir yaklasim olarak umut vaat etmektedir. Bu yaklasima dair umut, hayvanlarda
gosterilmistir, ancak bu umudu klinik aclyh déniistiirmek zor olmustur (Bodey, Bodey ve ark.
2000). Birinci hticresel iminoterapi ilacmlnl yeni FDA onay[d Provenge® (sipuleucel-T),
asemptomatik veya minimal olarak semptomatik metastatik kastrat direncgli prostat kanserinin
tedavisi icin bir otolog dendritik hiicre iminoterapisi (Kantoff, Higano ve ark.), klinik

uygulama icin gelismis hiicre terapisini ilerletmek amaclda heyecan¥enilemistir.

Hayvanlarda gelismis hlcresel imdnoterapi stratejilerinin immun-araclll anti-tlmor
mekanizmalar DCbasar [bir sekilde dénistirmenin zor oldugu kanfkanddindan dolay[dbunu
yerine biz onemli klinik anti-tlimér etkileri ortaya ¢lkbrdiGiTbilinen bir anti-timoér immin
mekanizmashlénlstirmeye odaklandkl Tartlsmaya agKl bir sekilde, insanlarda agKlanmls]
en guclu ve en etkili immin-aracllanti-timdr mekanizmaslInon miyeloblatif iyilestirme ve
HLA-eslenmis kok hicre naklinden sonra clusan nakledilen dokuya karstiumor (GVT) etkisidir
{Barrett and Childs 2000; Childs 2000; Resnick, Shapira ve ark. 2005). Ne yazlkl ki, bu GVT
etkileri, kronik nakledilen dokuya karsClkonak hastallkl (GVHD) toksisitesi ile beraberdir.
Onemli derecede GVT mekanizmashlnl klinik uygulamas@$nllayan allojeneik hematopoetik
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kdk hicre naklinden sonra (Lee, Klein ve ark. 2002), kronik GVHD, ciddi hastalkl oranOle
iligkilidir ve geg dlum oranmlnl bir nedenidir.

ZararlCJGVHD etkilerinden faydalCGVT etkilerinin ayrltas[kordur, c¢inkl etkiler birbiriyle
iligkili ve orantlldlr]) GVHD'yi durduran iglemlerde GVT etkilerini de azaltmaktadEl(Li, Giver ve
ark. 2009). Birbiriyle ilgili GVT ve GVHD etkilerin bilinen immun-aracllinekanizmalarblCanaliz
ederek, ayrl@dn GVT/GVHD etkilerinin nakledilen dokudan konaga durumundan konaktan
nakledilen dokuya etkisi ybninde ters donerek immin mekanizmalaripnl iliskisini
surdiirebilmek vyerine bir allojeneik hiicresel imiinoterapi gelistirmenin olasColabilecedi
varsayimhnda bulunulmustur (Har-Noy and Slavin 2008). Etkilerin yénlndn basarllgeri
doniisl, bir toksik olmayan konaga karsChakledilen doku (HVG) ret etkisine birlesmis bir
konaga karsOilimér (HVT) etkisiyle sonuglanacaktld

Yiiksek yodunluk CD40LYi ifade etmis ve interferonun {IFN)-y ylksek miktarlar@Tiretmis
kasfCblarak uyumsuz, etkinlesmis, allojeneik Thl hicrelerinin birlesmis HVT/HVG etkilerini
ortaya ¢kbrabilecekti. Bu hipotez, kemoterapiye dayankl[B-hiicresi |6semi/lenfoma hayvan
modelinde test edilmistir (Har-Noy, Zeira ve ark. 2008). Bu c¢allGmalar, Thl hicreleri
etkinlestirildiginde ve anti-CD3/anti-CD28 kaplanmls] mikroboncuklara baglCLiyguland@linda,
onemli HVT/HVG aktivitesinin ex-vivo farkl[dstlIhis] allojeneik Thl hcreleri tarafindan
ortaya konulabildigini géstermistir. Ek calSinalar, sistemik dominant Th2 bagd &Ik Gnl]
dominant Thil badkigile degistirebilir bu allojeneik CD3/CD28-capraz bagdld1Thi
hiicrelerinin hem baglsklkl sistemini dlizenleyici etkilere sahip cldugunu ve hem de Thi'e
0zgl bagBKIGn gelismesini arttliinak ve timdr badKKIGIN kurtarma mekanizmalarhinl
bozukludgu icin destekleyici etkileri géstermistir (Har-Noy, Zeira ve ark. 2009). Bu verilerden
otlrl, Thl alogreftin insan versiyonu, bu deneysel yaklaghCklinik yaklagima ddnlstiirme

olasM@kin incelenmistir.

Bu hdcreleri insan Kklinik arastlbalaribda kullanmak icin, uUstesinden gelmede gerekli
allojeneik Th1 hiicrelerinin ex vivo genislemesi ve farklldsmasOle iligkili Gnemli diizenleyici ve
lojistik endigeler vard[cl Bir endise, fare Thl hiicrelerinin ex vivo farklldsmasb neden olacak
disl kdkenli sitokinler, IL-2, IL- 12 ve anti-IL-4 mAb’nin kullanibhnl_gerektiren allojeneik Thl
hiicrelerinin fare versiyonlar(ddi. Mevcut bulus, bir insan biyolojik ilacCblarak shlflandlrina
igin partiden partiye kimlik tutarlfCve fonksiyonel &zelliklerle sonuglanan digl kokenli
sitokinlerin kullanmCblmadan insan allojeneik Thl hicrelerinin dretimi igin bir GMP-uyumlu
islemin basarLyelisimini a¢klamaktadltl Sonuclanan htcrelerinin karakterizasyonu Gzerine,
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insan Uretim siireci beklenmeyen bir bulgu ile sonuclanmtc] Burada agklanan yontemler ile
uretilen allojeneik Thl hicreleri sadece Thl niteliklerini gelistirmemis, ayn[zamanda NK-
benzeri nitelikleri de gelistirmistir. Thl ve NK-benzeri aktivitenin bir birlesimi ile bir alogreft
benzersizdir ve normal kan dolagiminda acklanmaz. Burada acklanan ydntemler,
saflagtfmh(sl ex-vivo kiltlirini, karSlkl bellek ve naif fenotip (CD45RA ve CD45R0, siraskyla)
ile (CD25-), CD4+ T-hucrelerinin dinlenmesini icermektedir. Hicreler, ekzojen sitokinlerin
yoklugunda hareketsiz anti-CD3/anti-CD28 mAbs ile cok kez etkinlestiriimektedir. Hiicreler 9
giin sonra 25-100-kat genislemektedir ve CD4+, CD45RO+, CD25+, CD62" hiicrelerine
farklldsmaktadle] Bu aracClhiicre, yllhrca shdlazot iginde saklanabilmektedir. Hasta
uygulamasd igin gerekli oldudunda, haberci hicreler CD3/CD28 mAb kaplanm
mikroboncuklar ile 4 saat inkiibe edilmektedir. Bu son 4 saatlik inkiibasyon boyunca, haberci
hiicreler CD62L ifadesini azaltmak wve CD40L ile CD25 ifadesini arttlfinak icin
farkll@smaktad@ Son CD4+, CD45R0+, CD40L", CD62LP, CD25+ hiicreleri, >1000pg/10°
IFN-gama hiicrelerini ve IL-4 <50pg/10° (Th1 fenotipi) hiicrelerini Gretmektedir ve granzim B
ve perforinin sitolitik taneciklerini ifade etmektedir ve normal hiicreler harig tlimdr hiicrelerini

parcalama yetenedi ile NK-benzeri aktivite gostermektedir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1A ve Sekil 1B, slrdslyla CD4+ seciminden tnce ve sonra hiicre fenotipini gdsteren
CD4 ylzey antijeninin immuinohistokimyasal boyamasntan ak[slsitometrisi cizimleridir.
Sekil 2A, dinlenen CD4 naif {(CD4, CD45RA) hiicreleri olarak kaynak hiicrelerin fenotipini
gosteren aklslsitometrisi ¢izimlerinin bir serisidir.

Sekil 2B, etkinlestiriimis CD4 bellek hiicrelerinin (CD4, CD45R0O ve CD25) kiltirinden
sonra fenotipteki degisimi gésteren akislsitometrisi gizimlerinin bir serisidir.

Sekil 3, etkinlesme &ncesi CAC'de ve etkinlesme sonrasCTFB'de yiiksekten dlislige CD62L
ifadesindeki kaymay[LdOsteren bir aklslsitometrisi ¢izimidir.

Sekiller 4A-4C, CFB'de CD40L artan ifadesini slcdslyla gosteren CD4+ hiicrelerindeki CAC
ve CFB'deki CD40L ifade modelinin cizimleridir.

Sekil 5, dogrudan o6ldirme analiz grafididir ve tlimdr hiicre gizgisi ARH77'den, CFB'nin
oldirebildigi hiicreleri gistermektedir.

Sekil 6A, CAC taraflildan Granzim B ifadesinin bir gizimidir.

Sekil 6B, CFB taraflodan Granzim B ifadesinin bir ¢izimidir.

Sekil 6C, CFB’de Perforinin tayinin gbsteren bir western blot'lnl resmidir.

Sekil 7, EGTA varllnda ve yoklugunda, perforin-Granzim B aktivitesinin bir grafigidir.
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GORSEL YAPILANDIRMALARIN AYRINTILI AGIKLAMASI

Bu aglklama, benzersiz niteliklere sahip hiicreleri iceren bilesimlerle ilgilidir. Bilesim, hem Th1l
yardmchicre §zellikleri hem de sitolitik tanecikler ve NK aktivitesine sahip bir hiicre tiirliniin
hiicrelerini icermektedir. CD4+ T-hicreleri ile Thl ve NK niteliklerinin birlesimi, cesitli
hastalklara sahip hastalar igin onemli oranda téropatik yararl[klar saglayabilmektedir. Thl
nitelikleri, érnedin, IL-4 Uretimi olmadan IFN-gama Uretimini igerebilmektedir. NK nitelikleri,
Granzim B ve perforin ifadesini faydalChale getiren normal hiicreler harig timdr hiicrelerinin
dlimini icerebilmektedir. Ozellikle, bulus, Thl niteliklerine sahip etkinlestirilmis CD4+
Thi/6ldiriici hiicreleri ve daha sonra istem 1 ile tanmland@Cgibi bir timor hicresine kars(d

dogrudan sitolitik aktiviteden olusan bir bilesim saglamaktadIt]

Benimsenmis imunoterapi igin, bu yeni hdcre tirlintn Klinik olarak ilgili sayldra farklIdsmas]
ve genislemesine neden olan ydntemler burada agklanmaktadtl Periferal kan veya diger T-
hucrelerinin kaynaklarindan, belirli bir bicimde CD4+ T-hicrelerinden ayrlihisl T-hiicreleri
ayltnay icerebilen vyeni hicrelerin tliretilmesi y&éntemleri. Bu CD4+ T-hicreleri,
farkl[dsabilmektedir ve imiinoterapi igin kullanldn ve burada a¢klanan yéntemlere gére klinik
olarak ilgili say@ra genisleyebilmektedir. Sipriz bir sekilde, bu yontemlere gére hazldanan
CD4+ T-hicreleri, NK/CTL hicrelerinde genel olarak bulunan sitolitik aktiviteye benzer

sitolitik aktivite gosterebilmektedir ve ayrich Thl nitelikleri ile aktivitesi sunmaktadir]

Genel olarak, T yardimcChiicreler dogrudan sitolitik aktivite gostermezler ancak hastalkl(d
hiicreleri etkisizlestirmek icin NK hiicreleri ve CTLler gibi diger hiicreleri daha sonra ortaya
clkhran sitokinleri ve diger faktorleri Uretmektedir. Mevcut bilesimlerde CD4+ T-hiicreleri
hastallChiicreleri dogrudan dldiirebilmektedir hatta daha sonra sitolitik aktivite yiiriiten NK
hiicreleri gibi diger hicreleri uyarmak igin sitokinleri Uretebilmektedir. Bu CD4+ T-
hiicrelerinin  sitolitik  aktivitesi, timor veya enfekte olmus hicrelerin  dldiriimesiyle

sonuglanan Granzim B ve perforin vasfashda ydneltiimektedir.

Burada ifade edildigi gibi sitolitik aktivite, hedef hiicreler ile etkilesime gectidinde hedef
timér hicreleri veya hiicre cizgilerinin etkileyici hiicreleri tarafidan dodrudan &ldirmeyle
ilgilidir. Dogrudan oldirme, diger hiicre tirlerinin varliGCblmadan sadece etkileyici ve hedef

hiicrelerin varli@intda meydana gelebilmektedir.
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Mevcut bulusta aclklanan yeni hicre tirld, Thl/6ldlricl hicreler olarak burada ifade
edilecektir. Thi/oldlrdct hicreler, normal hiicreler harig tumér hicrelerini oldirerek Thi
niteliklerinin bir birlesimini ve Granzim B ile perforin ifadesinin bir mekanizmasCaracliflyla NK

aktivitesinin ifadesini gbsterebilmektedir.

Burada ifade edildigi gibi klinik olarak ilgili hiicre sayl@r[dya dogrudan ya da dogrudan
olmayarak bir anti-timdér etkisini ortaya ¢kbrmak icin Thl/oldiricl hicrelerin yeterli say[SL]
ile ilgilidir. Genel olarak uygulanan Thi/éldiiriicii hiicre sayBLJtek bir dozda en az 1 x 10°
hiicredir, tercihen en az 1 x 107 hiicredir ve daha tercihen en az 1 x 10° hiicredir. Yilksek
miktarlarda hiicreler ile dozlar, bulusun kapsamibdadlt] Tercihen, yeterli miktardaki hiicre,
birkag hasta icin yeterli doz iretmek icin tek bir kan dondrinden dretilmektedir. Klinik olarak
ilgili say[@r, en az bir hasta igin, daha tercihen 10 hasta igin ve en ¢ok tercihen 100 hasta igin

yeterli hiicreyi icermektedir.

Mevcut bulusun bilegimleri, gesitli hastalkl[hlcrelere sahip bir hastaya uygulanabilmektedir.
Hasta bir hayvan, insan veya diger memeliler olabilmektedir. Hastalklhiicreler, enfekte
edilmis dokudaki hiicreler veya kanserli hiicreler olabilmektedir. HastallklChiicreler, virlsler
ve/veya bakteriyel patojenler ile enfekte edilebilmektedir. Bilesimler, meme kanseri, akcider
kanseri, kolon kanseri, mide kanseri, pankreas kanseri ve benzerleri gibi solid tlimdorli
hastalara uygulanabilmektedir. Bilesimler, hematolojik kotl timorli (6rn., kronik lenfatik
I6semi, multipl miyelom ve Hodgkin disllenfomalar) veya viral enfeksiyonlu hastallar (6rn.,
hepatit B veya C, herpes, HIV) veya dider bozukluklara sahip hastalara da
uygulanabilmektedir.

Burada aclklanan bilesimler, canlChiicrelerdir. >%70 hiicrelerin, tripan mavisi ekstriizyonu,
MTT gibi uygun analiz teknikleri veya uygun kosullar altida hiicrelerin genigleme, farklIdsma
ve/veya etkinlesme gibi ex vivo dedisimler yapabilmesi seklinde ATP seviyelerinin dirimsel
SlMdayan tayin ile canlOhicreler tarafldan belirlendigi gibi canlOolduklarCanlamnk
gelmektedir. Ancak bilesimler, baz[etkinlesmeyen hiicreleri, Slnbn hiicreleri ve/veya cansiz

hlicreleri ve yasamayan bilesimleri icerebilmektedir.

Bilesim genel olarak 6rnegin bir dontrin kanidan tiireyen CD4+ hiicrelerini icermektedir.
Dondr hastallkkzl veya normal olabilmektedir. CD4+ hiicreleri, burada anlatld gl lsekilde
islenebilmektedir ve ayn[ondére veya ilgili ya da ilgisiz bir allclyh inflizyon icin daha sonra

formilize edilmektedir.
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CD4+ kaynak hicreleri, tercihen periferal kandan saflastifimaktadlrl CD4 hiicreleri, cesitli
yollarla saflasticldbilmektedir. Genel olarak, CD4+ hiicreleri, pozitif secim ile periferal kan(nl
beyaz kan hicrelerinin bir tabakasldan saflastirimhaktadlc] Beyaz kan hiicrelerinin bir
tabakastan CD4+'nlnl pozitif secimi, drnegin, Miltenyi Biotec (Auburn, CA)'ten elde edilen
manyetik boncuklar ve kolonlar kullanl@rak gergeklestirilebilmektedir. Bu, hiicre bilesiminin
yaklaskl yizde 90’dan, tercihen yaklaskl ylzde 95ten ve daha fazla tercihen yaklaslkl yilizde

98 saf CD4+ hiicreleri olan bir hiicre bilegimiyle sonuclanmaktadicl

Beyaz kan hicrelerinin bir tabakasldan izole edilen ve Thi/éldiirlict hiicrelerin Gretimi icin
kaynak malzeme olarak kullanl@n CD4+ hicreleri, bircok hiicre yiizey isaretleyicinin ifadesi
ile karakterize edilebilmektedir. Periferal kanld beyaz kan hiicrelerinin bir tabakasdan
saflastth &) CD4+ hiicrelerinin popllasyonu, CD45RA/CD45R0O isaretleyicilerinin karBIK bir
poplilasyonuna sahip olabilmektedir. CD4+ T-hiicreleri, genelde agrlklColarak CD25-'tir.
Tercihen, kaynak CD4+ hiicreleri ¢ogunlukla naiftir (CD45RO'yu degil CD45RA‘'y[lifade
etmektedir). Kaynak CD4+ T-hiicreleri, CD62L ifadesi ve CD40L ifadesi icin de
dederlendirilebilmektedir. Genel olarak, kaynak CD4+ T-hiicreleri ¢ok diisik miktarlarda
CD40L ifade etmektedir. CD62L'nin ifadesi, bir ¢ift modlu (ylksek ve dusik) ortalama
flioresan yodgunluk piki olabilmektedir. Kaynak CD4+ hiicreler tercihen yiksek bir CD62L

ifadesine sahiptir.

Kaynak, coklu etkinlesme admlarCd ile Thi/éldlrdct hiicrelerine farkl@@smak icin
islenebilmektedir. Tercihen CD4+ hiicreleri, 9 glin icin her (¢ glinde etkinlestiriimektedir. Bu
CD4+ hiicreleri, CD3 ve CD28 hiicre ylizey molekillerinin capraz badlanmasCvasiaslyla
etkinlestiriimektedir. CD3 ve CD28'in gapraz baglanmas(] hareketsiz anti-CD3 ve CD28
monklonal antikorlarfl eklenmesiyle bagarldbilmektedir. Genel olarak, Thi/oldirlci hiicreler,
hicre kaltartnde farklldsma ve genisleme ile elde edilmektedir. Coklu etkinlesmis CD4+
hucreleri, hiicre kiltirinden toplanabilmektedir ve skI]azotta dondurulmus halde
saklanabilmektedir. Bir hastaya uygulanman@ dncesinde, hicreler son bir zaman
etkinlestiriimektedirler. Etkinlestiren madde, hiicreler ile iligkili soldadi]l BaglCTetkinlestiren
madde ile hicreler, inflizyon veya enjeksiyon igin uygun bir sichga gibi bir cihazda formale
edilmektedir. Burada kullanId@gibi “etkinlesme” maddeler taraflmdan monklonal antikorlar
gibi hem hiicre ylizey molekiillerinin badlanmasiblChem de capraz badlama maddeleri ile bu
maddelerin gapraz badlanmasl¥ade etmektedir. Bu tiir bir etkinlesme, drnedin, U.S. Patent
No. 7,435,592 ve U.S. Patent No. 7,402,431'de acklanmaktadlr]
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CD4+ T-hiicreleri, T-hiicresi ylizey molekilleri icin hareketsiz monklonal antikorlarml
kullan(m [l dceren gesitli yollarla etkinlesebilmektedir. Uygun etkinlesmis T-hiicreleri, rnegin,
U.S. Patent No. 7,435,592'de acklanmaktadlr] Hicreler tercihen monklonal antikorlar veya
sonradan c¢apraz badlanan dider baglayiclImaddeler taraflddan badlanan hiicre ylizey
ksImlarink sahiptir. Bu monklonal antikorlar ve/veya baglayclinaddeler, tercihen, bir madde
ile capraz baglldt) ornegin, T-hiicreleri etkinlestirmek icin solid bir yiizeyde hareketsiz
kalmaktadldar. Bunlar, kltiire (CAC) etkinlestirilen hiicreler olarak burada ifade edilmektedir.
Bu ex vivo hazldanan CAC, gelecek igin dondurulabilmektedir ve inflizyon igin formiilize
edilebilmektedir. CAC, o6rnedin, sMbollntiler olabilmektedir ve SMJAzot tanklarilnl gaz
fazlbda dondurulabilmektedir. CAC, asaglda agkland@llgibi fonksiyonel sallm kriterleri ve
dnceden tanmMlanmislkimligi uyumlu bir sekilde kars@3yabilmektedir. Islemi devam eden ve
son kalite kontrol testlerinde, sterilik ve endotoksinsiz durumu garanti etmek icin
kurulmaktad[r]

Bir drnekleyici yaplandlrinada, CD4+ T-hicreleri Invitrogen, Carlsbad, CA'dan elde edilen
CD3/CD28 ClinEx Vivo Dynal Beads varllginda 9 giin kiltlirlenmektedir. Hicreler, 37°C'de ve
%5 CO, ortaminida Life Cell Siselerinde (Baxter Scientific, Deerfield, IL) codaltimstr] ve
kiltirin 3 ila 6. ginlinde boncuklar ile veniden uyar@histl] Kiltirde 9 glinden sonra,
boncuklar cKkhrtldbilmektedir ve hiicreler CAC olarak ifade edilebilmektedir. Etkinlesme icin

hiicrelerin kiltirlenmesinin diger yontemleri, bulusun kapsamdadir]

Tercih edilen yaplandlrinalarda, ex vivo hazldanan CAC, hasta uygulamasClveya diger
kullanimhlar icin gerekli olana kadar dondurulup saklanmaktadlrl Hastaya uygulama oncesi,
CAC c¢ozillmektedir, eder gerekirse ylkbnmaktadElve 6rnegin U.S. Patent No. 7,402,431'de
acKland@ gibi CD3 ve CD28 gibi hiicre ylzeyi badlaykl kisblar@ capraz baglanmasila
besin olan ortamda yeniden etkinlestiriimektedir. Etkinlesme ve capraz baglama maddeleri ile
birlikte CAC, daha sonra ykbnabilmektedir ve bir formiilasyon tamponu gibi bir besleyici
olmayan tampaona transfer edilebilmektedir. Formilasyon tamponunda yeniden aktiflestirilmis
hicreler, formulasyon tamponundaki {(CFB) hlcreler olarak burada ifade edilmektedir. CFB,
Thi/oldarict hicreler olarak da ifade edilebilmektedirler. CFB ve Thi/dldaricl hiicreleri,

burada dedistirilebilir bir bicimde kullan[@bilmektedir.

Thi/6ldirici hicreler, bir sichigada veya diger uygun kaplarda ambalajlanabilmektedir ve

eder gerekirse bir baklm bolgesi noktasink transfer edilebilmektedir. Thi/éldirlici hiicreleri,

10



10

15

20

25

30

35

téropatik amaglar icin hastaya sonradan uygulanabilmektedir. Th1/8ldlrict  hicreleri,
intravendz, intraperitoneal olarak, intradermal olarak veya diger uygun yontemler ile
uygulanabilmektedir. Thi/oldirici hiicreler, besleyici olmayan tampona transfer edildiginde
shldCbir saklama 6mriine sahiptirler. Hicreler, her ml icin en az yaklasK 10° hiicre
yodunlugunda, tercihen her ml ya da daha fazlasCigin yaklagkl 107 hiicre yodunlugunda
formiilize edilebilmektedirler. Baz[(yapldndirinalarda, hticreler, her ml veya daha fazlasCigin
yaklaskl 10® hiicre yodunlugunda formilize edilebilmektedidler. Hicrelerin  &zel

konsantrasyonu, terapi protokolinin ve hicrelerin 6zel kullanbhLile belirlenebilmektedir.

Bilesim, Thi/6ldiriich hiicrelere ek olarak birden fazla dider bileseni icerebilmektedir. Bu
bilesenler, &rnegin, istenen etkilesme seviyesinde hiicreleri koruyan maddeleri
icerebilmektedir. Ornekleyici bir yaplandiinada, bilesim, Orneklerde asagida acklanan
Dynabeads ClinExVivo™ gibi etkilesme seviyesinde T-hiicreleri koruyan maddeleri

icerebilmektedir.

Genel olarak, hucreler, bir hastaya inflizyon igin uygun besleyici olmayan tampona transfer
edilmektedir. Hicreler, cesitli besleyici olmayan tamponlar clabilmektedirler. Burada ifade
edildidi gibi besleyici olmayan tampon, herhangi tiir bir ortam, hiicresel codalma ve/veya
genislemeyi desteklemek icin uygun bilesenlerden yoksun tampon veya diger siIdir] Besleyici
olmayan tamponlar genel olarak izotonik, USP steril ve pirojensizdirler ve canlUhiicre
saglaml(@Inl_korumak icin uygun bilesenleri ve/veya tamponlama sistemini icermektedir ve
insan parenteral kullanim icin lisansldIr] Bir 6rnek yapland[rinada, besleyici olmayan tampon,
%1 insan serum alblimin ile Plazmalit A (Baxter Scientific, Deerfield, IL) olan bir formilasyon

tamponudur. (McKesson, San Francisco, California)

Th1/dldirict hicreler ile yap@@ndlinalarda, hiicreler igin etkinlesme sinyalleri, hicreler
besleyici olmayan tampona transfer edildiginde dahi korunmaktadEl Ornegin, hiicrelerin
hiicre yizeyi baglaycl ksImlarnl¢apraz baglayarak etkinlestirildigi yaplandIcinalarda, capraz
badglama besleyici olmayan tamponda tercihen korunmaktadltl Depolama boyunca capraz
badlaman@ korunmas[Jdepolamadan ¢khrtIdKktan sonra bilesimin fonksiyonel niteliklerini
onarmada Kkritik olabilmektedir.

Bilesimdeki  Thi/dldlrtici  hiicreler, fonksiyonel niteliklerin  yeni  bir  birlesimini
sunabilmektedir. Bu fonksiyonlar, NK fonksiyonlarlle benzer olan Thl niteliklerini ve sitolitik

fonksiyonlarClcermektedir. Thl/6ldirich hicreler genel olarak, IFN-gama Gretmektedirler ve
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&nemli oranda azaimBlardidya da hi¢ IL-4 (retmemislerdir. Tercihen, IL-4 Uretimi 50pg/10°
hiicrelerinin altBdadEve IFN-gama Uretimi 1000pg/10° hiicreden daha fazlad[E]

Th1/6ldiriich hiicrelerin ek fanksiyonel nitelikleri, 6rnedin, CD40L, FasL, perforin ve granzim
B, yardlmcClyaran molekiller 4-1BBL, CD28, CTLA4 ve TNF ile ilgili etkinlesme kaynakl[
sitokin (TRANCE), TWEAK, PD-1, B7 ailesi, integrinler, kaderinler ve selektinler gibi
fonksiyonel molekdillerin ifadesini ve gesitli sitokinler ve kemokinlerin salgldanmasl e bu
sitokinler ve kemokinler igin reseptérlerin ifadesini icerebilmektedir. Thi/6ldUrlci hicreler,
biyik miktarlarda sitokin Uretebilmektedir ve salgl@yabilmektedir. Uretilen sitokinler,
ornedin, sadece kallmktL4 salgSLIIFNa, GM-CSF ve TNF-o. olabilmektedir.

Burada acklanan Thil/oldurach hicreler, sitolitik aktivite godsterebilmektedirler. Sitolitik
aktivite CTL/NK hicrelerinin niteliklerine benzerdir. Genel olarak, CTL/NK hicrelerinin sitolitik
aktivitesi, hatta Thi/éldiriclh hiicreler, normal hicreler harig tiimér veya hastallklChiicreler
icin ozeldir. Bir bagka ifadeyle, Thil/éldlrtcl hicreler, normal hiicreler haric hastallkl]
hiicreleri 6ldiirebilmektedir. Sitolitik aktivite, ¢esitli mekanizmalar araclflyla olusabilmektedir.
Sitolitik aktivite, ornedin, Granzim B-Perforin mekanizmasaracllfiiyla olusabilmektedir.
Sitolitik aktivite, sitoliz veya apoptoz ile hiicrelerin ykImnh yol acabilmektedir. Thl/éldaricti
hucrelerinin sitolitik aktivitesi, EGTA taraflodan engellenebilmektedir. Yaklaskl 1 mM'de EGTA

konsantrasyonu, drnegin, etkinlesen Thi hiicrelerinin sitolitik aktivitesini azaltabilmektedir.

Mevcut bulusun Thl/éldlriict hiicreleri, Granzim B ve Perforin molekiillerini ifade etmektedir.
Granzim B ve Perforin, farkl[@sma, etkinlesme ve benzerleri ile olgunlasmadan sonra veya
naif olup olmad(dlgenel olarak CD4+ T-hiicrelerinde ifade edilmez. Etkinlesmis Thil
hiicrelerindeki Granzim B ve perforin miktar[Jdegisebilmektedir. Genel olarak, ifade edilen

Granzim B ve Perforin miktar[Jhastal kl[hicreleri ykmak igin yeterlidir.

Mevcut bulus, Thi/éldirdci hicreleri iceren bilegimleri kapsamaktad(t] Thl/éldiricil hicreler,
ARH77 hicreleri gibi miyelom timdr hucre gizgilerini igeren gesitli timaor hicrelerini
etkisizlesebilmektedir. HastalklChicrelerin etkisizlesmesi, EGTA'va duyarsZ bir mekanizma
aracllflyla olabilmektedir. Etkileyici hiicrenin (Th1/6ldirict hicreleri), hedef hicreye
(hastal KlChiicre) oran[degisebilmektedir. Etkileyicinin hedef hiicre oran[#&n az 1:9, tercihen

en az 1:5 ve daha fazla tercihen en az 1:1 olabilmektedir.

Mevcut bulugun bilesimleri, hastalklUhicreleri ylkinak igin kullanIdbilmektedir. HastalkiU
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hlicreler, bir hastada olabilmektedir. Hasta, 6rnegin, kanserli olabilmektedir veya bir virus ile
enfeksiyondan dolayCJenfekte olmus doku icerebilmektedir. Hasta, solid bir tumor veya
hematolojik habis tiimdre sahip olabilmektedir. Bu kullanim, burada agklanan Thl/dldirtici
hicrelerini iceren hastaya uygulanan bir bilesimi igermektedir. Thl/dldlrlcl hicreleri,
tercihen hastaya allojeneiktir. Allojeneik hicreler, normal bir allojeneik  donérden
olabilmektedir. Alternatif olarak, allojeneik hucreler, ¢coklu dondrlerden tlretilebilmektedir ve
bir téropatik bilesime birlesebilmektedir. Tercihen, hasta ve allojeneik hiicreler arashdaki
doku uyusurlugu uyumsuziugu maksimum olmaktadlt] Hasta ve allojeneik hiicreler arasinda

biraz doku uyusurludu, tolere edilebilmektedir ve istenen etkiyle sonuglanabilmektedir.

Thi/oldirica hicreler, intradermal olarak, intravendz, intraperitoneal olarak ve benzerleri
gibi cesitli yollarla hastaya uygulanabilmektedir. Hastaya, bir doz veya c¢oklu dozlar
uygulanabilmektedir. Hastaya uygulanan birden fazla hiicre degisebilmektedir ve 6zel
hastallk] hasta, etkinlesme yodntemi ve dider faktorlere baglCblabilmektedir. Genel olarak,
hasta etkinlesen Th1 hiicrelerinin en az 10”’si, tercihen en az 10® ve daha fazla tercihen en az

yaklaskl 10° hiicre uygulanmaktad(D

Mevcut bulusun bilesimi, Th1/6ldirict hiicreleri iceren bir bilesime uygulanarak bir hastay™
tedavi etmede kullanI@bilmektedir. Hasta, Thl/6ldiriicii hicrelerinin bir veya daha fazla
dozunu alabilmektedir. Dozlar miktarCOve frekansOdegisebilmektedir ve 6zel hastallda
baglidir] Tercih edilen yaplandinalarda, Thi/6ldiriici hiicreleri, hastaya allojeneiktir ve
hastaya Th1/6ldir(ichi hiicrelerin  uygulanmasl] nakledilen dokuya karsClkonak hastal@C]
olmadan bir konada karsChakledilen doku etkisi ile birlikte bir konada karsCkimér etkisine

neden olmaktad(l

ORNEKLER

Malzemeler: PE-eslenik CD40L, Beckman Coulter, Brea, CA’dan satll allnm(stlc]l 7-Amino-
Aktinomisin D (7-AAD) (1000x), Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI'den satl allm St
Plazmalit A, Baxter Scientific, Deerfield, IL'den satfll alEm&E Insan serum albumini (HSA),
McKesson, San Francisco, California’dan satl alBmBtE] FcR BaglaylcInhibitor eBioscience,
San Diego, CA'dan satll albmstlcl Dynabeads ClinExVivo™, Invitrogen, Carlsbad, CA'dan
satinl allbm st ]

Kiiltiirde Etkinlesen Hiicrelerin Hazirlanmas[ [CAC)- CD4+ T-hiicreleri, Invitrogen'den
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(yeri} elde edilen CD3/CD28 ClinEx Vivo Dynal Beads varldinda 9 gin kiltirlenmistir.
Hicreler, 37°C'de ve %5 CO, ortamida Life Cell Siselerinde (Baxter) cogaltIhistic] ve
kiltirin 3 ve 6. gununde boncuklar ile yeniden uyarlistle] Kiiltlirde 9 giinden sonra,
boncuklar ¢lkbrtldbilmektedir ve hicreler CAC olarak ifade edilebilmektedir.

Formiilasyon Tamponunda Hiicrelerin Hazltdlanmas[J(CFB)-CAC, ykhma igin cRPMI
ortamlmba yerlestirilmistir. Zaman, formilasyon protokoliiniin baslanglclnlC1belirtmek igin
kaydedilmistir. cRPMI ortamldaki hiicreler, sentrifijlenmistir, sizintli c¢kbrtitist] ve
hiicreler cRPMI tamponunda yeniden asklyh allim (gt Hiicre canl Il ITripan Mavisi analizleri
kullan@@rak belirlenmistir. CanlChiicrelerin toplam hiicre say&l¥e konsantrasyonu, yasayabilir
hicrelerin yuzdesini belirlemek igin kullanItistlr] Numune yilzde 80'den daha fazla hiicre
canllifink sahip olduysa, ondan sonra prosedir yeniden etkinlesme wve hicrelerin

formilasyonu igin devam etmistir.

CAC hiicreleri 1 x 107 hiicre/ml konsantrasyonunda yeniden asklyh allimBtE]l Yeniden
etkinlesme, 1 x 107 hiicre/ml canlChiicre konsantrasyonunda yapIhBEtE Yeniden etkinlesme,
hacme baglCblarak bir 24 kuyu plakada, 6 kuyu plakada veya 75 cm® kapta yaplintiE]
Dynabeads ClinExVivo™ CD3/CD28, hiicreleri yeniden etkinlestirmek icin eklenmistir ve 4
saat %5 CO; ve 36-38°C’de inkiibe edilmistir.

4 saat inkiibe edildikten sonra, hicreler ¢khrtlhislve son formiilasyon tamponu (FFB) ile 50
ml. tlpe transfer edilmistir. FFB, %1 HSA ile Plasmalyte A'd]l Yeniden etkinlestiriimis
hiicreler sentrifijlenmistir, stzdntl allnimistlcl ve FFB'de yeniden asklyh allbmistic] Bunlar,

formiilasyon tamponundaki (CFB) hiicreler olarak ifade edilmektedir.

CFB, her ml igin 10’ hiicre konsantrasyonunda FFB'de yeniden askih al@mBtF] CFB; ID, IT
veya IV uygulama i¢cin yeniden asklyd allbmisticl 1ml hdcre sdspansiyonu, bir ID
formiilasyonu olarak bir 3ml sklngaya eklenmistir. IT ve IV formilasyonlar(3ltaslyla 3 ml ve 5
ml idi. Uygun formdlasyonlu sltibbalar, yaklasld 4°C ortalama slchklK ile buzdolabloda
saklanm(st[E]

Depolama sonras[] numunelerin toplanmasl[zl Hicreler ve suzinti farkl(Jzaman

noktalarioda toplanmistlcl Zaman noktalarCasaddaki gibidir: 0(ilk); Oda Sicakliginda (RT) 2
saat; 4°C'de 48 saat; 48 saat 4°C'de olduktan sonra 2 saat RT'de.
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Her zaman noktaska, 100ul hiicre stispansiyonlardoplanmsticive hiicreler 400g’de 5 dakika
4°C'de dondUrilmastir. Stziintl daha sonra ELISA kullanl@rak IFN-y saptama igin dider tiipe
transfer edilmistir. Hicreler, akiglsitometrisi icin 150ul boyama tamponunda yeniden asklyh
almim(stlc] Baz[Cdleneylerde, hiicreler, 100ul cRPMI ortamDda yeniden asklh albmstitlve 24
saat %5 CO; ile 37°C'de inkubatorde kdltrlenmistir. Stzintl, 24 saatlik inkiibasyondan
sonra almmstlve IFN-y, ELISA ile tayin edilmigtir.

Ak[§ sitometrisi (CD40L ve 7-AAD)- 50ul hiicre slspansiyonu, sldsida boyanmamis]
CD40L ve 7-AAD olarak etiketlenen 3 ependorf tiipl igine yukaridan asag({150 ul) transfer
edilmistir. Boyanmamlsl tiip 20 dakika buzda inkiibe edilmistir. CD40L tlipl icin, buzda 20
dakika icin Ureticinin yonergelerine gore, hiicreler FcR baglaylclinhibitdr ile dnceden inkiibe
edilmistir. Daha sonra 40ul boyama tamponu (PBS+%1FBS) ve 10ul PE-CD40L antikoru,
hiicre sispansiyonuna eklenmisgtir ve karanlkta buz Uzerinde 20 dakika daha inkibe

edilmistir.

Hiicre canlil]7-AAD akls] sitometrisi ile test edilmistir. 7-AAD, 6l DNA'va veya hasarlC
hiicrelere eklenmektedir, bdylece, 7-AAD pozitif hiicrelerinin belirlenmesi hiicre canll@nnl bir
gdstergesidir. 7-AAD tlpleri igin, tlpler 6°C'de 5 dakika 400g'da sentrifijlenmistir. Stzinti
atldktan sonra, hlcre peletleri 100ul 1x 7-AAD ¢ézeltisinde yeniden asklyh allnimist] Tap,
karanlkta 15 dakika inkiibe edilmistir. 1 ml boyama tamponu, CD40L tipiline eklenmigtir ve
sonra 3 tlp birlikte sentrifij edilmistir. Slziintli atldktan sonra, hiicre peletleri 0.4ml
boyama tamponunda yeniden asklyh allnm(stitlve FACS ¢alstiIm(st(r]

Ornek 1-CD4+ hiicrelerinin saflastEllhas3e hiicre fenotiplesmesi Normal donér periferal kan
elde edilmistir ve beyaz kan hiicrelerinin bir tabakasidan CD4+ hicreleri, Mitenyi Biotec
{Auburn, CA)ten elde edilen Miltenyi manyetik boncuklar ve kolon kullanl3rak
saflastirim(stir] Sekil 1, yana saglla (hicrelerin boyut ve yogunlugunu dlgmektedir) kars]
CD4’Un bir aklsl sitometrisi cizimidir. Sekil 1, CD4+ hicrelerinin toplam popllasyonunun
{N=22) yaklaskl %46'sCdldugunu gdstermektedir. CD4+ hiicreleri icin pozitif secimden sonra,
sonug %98.69 saf CD4+ hiicreleridir (N=22). Sekil 1B'den gorilebildidi gibi, kolondan sonra

CD4+'nlnl popllasyonu, hem lenfosit hem de monositleri icermektedir.

Her seri, farkl(bir dontrden dretildigi icin, antijen isaretleyicileri lretimin sonunda ve basnda
test edilmistir. CD4+ hicrelerinin hicre fenctiplesmesine (Sekil 2A) karsKiltirde etkinlesmis
hiicreler (CAC) (Sekil 2B) test edilmistir. Sonuglar, bir naif CD4+fenotipten (CD45RA+) bir
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bellek fenotipine (CD45RO+) uyumlu bir kaymay[gostermektedir. Sekil 2A, slislyda CD45RA,
CD45R0O ve CD25 icin CD4+ hucrelerinin fenotiplerini gostermektedir. Sekil 2B, slaslyla
CD45RA, CD45R0 ve CD25’in ylzde ifadesi igin analiz ve 9 ginlik kiltiirden sonra CAC'nin
fenotiplerini gdstermektedir. Kargkl bir CD45RA/CD45R0O popiilasyonundan, bir CD45RA
negatif CD45RO pozitif poplilasyon elde edilmektedir. CD25+ hiicreleri, genigleme slirecinin
basihda vaklaslkl olarak %10°dur. GUn 9'da, CD25+ yaklaskl olarak %85 idi. Bu, hicrelerin
etkinlesme durumu ile uyumludur. Sekil 2A, kolon CD45RA +hicrelerinin (ort=%44.76
n=29), CD45R0O+ (ort=%53.44 n=29) ve CD25+ (ort=%10.83 n=29) naif bir fenotipini
gdsterdikten sonra CD4+ hiicrelerini gdstermektedir. Sekil 2B, devamlCiyaria ile klltlirde 9
glinden sonra, fenotipin hiicre benzeri Th bellege donlistiiglini gostermektedir. CD45RA, sert
sekilde azalmaktadll(ort= %4.22 n=29), CD45R0O+ ortalama 97.8'e yikselmektedir (n=29),
CD25+ ortalama %90.03'e (n=29) ylkselmektedir.

CD62L ifade modeli -Sekil 3, Giin 0'da, CD4+ tohum hiicrelerinin yaklagK olarak 10°
{aritmetik ortalama 541 n=17)"te maksimum pik ile ¢ift modlu bir CD62L ortalama fliioresan
yogunlugu (MFI) ifade ettigini géstermektedir. MFI, kiiltiirde 9 giinden sonra aritmetik bir
1541 (CAC) ortalamashb artmaktadtlve sonra son 4 saatlik etkinlesme sonrasCFB), dnemli

derecede dismeye baglamaktadEl(aritmetik ortalama 190.3).

CD40L ifade Modeli--CAC (izerindeki CD40L ifadesinin yogunlugu, CD3/CD28 boncuklarCle 4
saat etkinlesmeden sonra CAC yizeyinde sirekli olarak artmgtit] Sekil 4, etkinlesme dncesi
{Sekil 4B) ve 4 saatlik etkinlesme CFB sonras[{Sekil 4C) giin 0'da (Sekil 4A) CD4+ ve giln
9'da toplanan CACYi karsldstihrak temsili bir serinin CD40L ifade ylizdesi ve aritmetik
ortalamasdaki degisimi gostermektedir. Gorlilebilecedi gibi, etkinlesmemis ve etkinlesmis
hiicreler arasindaki fark, CD40L+ hiicrelerinin ylizdesinde fazla degildir, ancak tersine CFB
igin ortalama 112 olurken (n=29) aritmetik ortalamada CAC igin ortalama AM 20'dir (n=29)
fazlad[cl

Son etkinlesme boyunca sitokin salgEEHer (retim serisinden 9 gilinde toplanan CAC
hicrelerinin numuneleri, 4 saat CD3/CD28 boncuklarOile etkinlegmistir ve siizintiler
toplanmistirlve ELISA analizi kullanl3drak sitokin Uretimi (IFNy, IL-4, IL-8, TNFo ve GM-CSF)

icin test edilmigtir. Tablo 1, bu deneylerin sonuglarinl gbstermektedir.
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Tablo 1

Seri Kodu IFNy IL4 GM-CSF TNFc
Q6RC 21783 .00 647.9 1.33&.3
069C 2,500.0 RGH 309.9 1,245.5
070 5.406.1 {L.ON) 15959 1,994 9
071C 6,995 4 XY 17363 2.799.0
2T e v [EROG: G o e s e RO pe s e AR Lo e e b || BRI B e g el g
073C 2.931.5 .00 396,606 3583
AFFRC: o e PR G N L R 11507 3 e SRR | N 105 I
275C 2.722.5 .00 027.0 1.185.7
0760 41150 (.34 752.0 5376.7
O738C 1,072.0 {Liny 2042 3931
ORCC 3.846.7 {1940 1,8745.4 1,828 .4
oic 3702 8 .35 00304 15229
32C 6,662.4 (.76 3,054.9 §69.0
AR s B0 IS s e [ e |3 e e i | 3088 B b i e
O87C 2.257.6 LELN 764.6 730.%
OR8¢ 43421 ALY 25364 3.961.5
(B0 1,021.4 10K} 402.0 §810.5
04C 1,420.2 1.03 7336 757.2
DR i | BT0R E o |l s e i o 2T e e e || DRG e i s o
Ortalam. 3816.0 0.29 1,779.7 1,358.8
{(n=15)

Sadece IFN © ve IL-4 degerleri, fonksiyonel salm igin kullanImistd 19 ardEK seri igin
testler, Tablo 1'de gosteriimektedir (dederler pg/10° hiicre/4 saat olarak ifade edilmektedir).

Rapor edilen ortalama, sadece serileri gegenleri icermektedir.

Ornek 2-Th1/6ldirlicli hiicreleri ile etkinlesen Dogrudan Oldirme. CFB’nin timdr hiicreleri
tizerinde dogrudan etkisi olup olmad@hltest etmek igin, hiicrelerin ARH77 hiicre gizgisini
oldirme yetenegi test edilmistir. Bu hiicre gizgisi, kurulan bir miyelom hiicre gizgisidir. ARH77
hicreleri, CFB'den onlarOfarkl@@stirmak igin CFSE'de boyanmistlcl CFB, 18 saat farklCd
etkileyicide (CFB) Hedef'e (ARH77) boyanmls] ARH77 hiicreleri ile karStdhistk] Bu
zamandan sonra, 7AAD eklenmistir ve hiicreler FC500MPL akis] sitometresi kullanldrak elde
edilmistir. Bu deney, temiz ve erimis CFB ve farkILCAC serileri ile tekrar edilmistir. DynaBeads
ile sadece ARH77, CAC ile CD4+ hucreleri, gosteriimeyen énemli olim (%10'dan daha
az)verisine sahip degildi. Sekil 5'te gosterilen sonuglar, CAC harig¢ CFB, CD4+ hiicreleri veya
boncuklar ARH77 hiicre gizgisinde dogrudan oOldirlicii etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Dogrudan 6ldiriicli etkinin dodasl] Perforin-Granzim vyolagindan otlirli etkinin gorilip
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gbrilemeyecedi bakmhdan incelenmistir,. Hem i¢ boyama hem western blot teknikleri,
Perforin ve Granzim B igin boyama amaglCkullanIt(stlc] Sekil 6A, gorilebilecedi gibi, CACnin
cok diusik Granzim B ifade ettigini gdstermektedir. Sekil 6B, CFB'nin onemli miktarda
Granzim B ifade ettigini gostermektedir. Sekil 6C, sadece western blot kullanibhlyla tayin
edilebilmektedir. Yol 1, bir pozitif kontrol olarak etkinlesen PBMClerin §zitadiir. Yol 28&4,
farklCSerilerin CAC'leridir ve yol 3&5, ayn[3erinin CFB’leridir.

inhibisyon analizleri, dogrudan &ldirme mekanizmasBl dodasAllaca kavusturmak igin
gergeklestirilmistir. CFB, yukarlda agklandGlgibi ARH77 ile kargtihistirlve asagldbki Tablo
2'de gosterildidi gibi, farklCengelleyici maddeler eklenmigtir. CD40L ve/veya FAS-L'ye karsO
antikorlar, CFB:ARH77 karsIm bk eklenmigtir. Tablo 2, en ylksek konsantrasyonun oéldirici

profilini engelledigini géstermektedir.

Tablo 2
Anti C40L | Inhibisyon | 0.1ig/ml| 1lig/ml | 20ig/ml
yok
Anti Fas-L 3548 | 3592 355
inhibisyon 33.85
yok
i1ng/mi 36.55 34.55
10ng/ml 38.86
200ng/ml 38.97 30.0

EGTA'nm dogrudan d&ldirme Uzerindeki etkisi incelenmistir. EGTA, Perforin’in
polimerizasyonunu oOnlemektedir ve Perforin/Granzim B mekanizmasnlnl inhibitéri olarak
gorev yapmaktadlFl 1 mM EGTA, yukarida a¢klanan dogrudan dldirme analizine eklenmistir.
Sekil 7'de gosterildigi gibi, 1mM EGTA, ortalama %50 (n=7) Ba{[mlIt testi P degeri 0.0002
taraflddan oldirmeyi azaltmstlcd CFB’nin gdésterdigi dogrudan &ldiirme etkisi, Perforin-

Granzim yolagnHan gelmektedir.
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