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OZET
KIMERIK ANTIJEN RESEPTORU

Asadidakileri iceren bir disialogangliosit (GD2) baglayict domeni i¢eren bir kimerik
antijen reseptorun (CAR) provizyonudur: +« a) asagida belirtlen diziler ile
tamamlayiciiyi belideyen bélgelere (CDR'ler) sahip olan bir agir zincir degisken
bolgesi (VH): » b) asadida belirtilen diziler ile CDR'lere sahip hafif zincir degisken
bolgesi (VL): bu tir bir CAR'yi eksprese eden T hiicreleri, bazi kanserlerin tedavisinde
faydahdir.
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iISTEMLER

. Asagida belirtilenleri iceren bir disialogangliosit {(GD2)-baglayici domene sahip

bir kimerik antijen reseptorudir (CAR)
a) SEQ ID No: 10'da gosterilen diziye sahip olan bir VH domenini igeren bir
agir zincir degisken bolgesi (VH); ve
b} SEQ ID No: 12°de g0sterilen diziye sahip olan bir VL domenini igeren bir
hafif zincir degisken bolgesi {VL).

. istem 1'e gére bir CAR olup, ézelligi GD2 baglayici domenin, SEQ ID No.8

olarak gdsterilen diziyi kapsamasidir.

. Onceki herhangi bir isteme gdre bir CAR olup, 6zelligi SEQ ID No. 27 ila 35'ten

herhangi birinde gdsterilen diziyi veya en az %80 dizi tanimasina sahip ama i)
GD2'yi baglama ve ii) T-hilcresi sinyalini indiikleme kapasitesini sirdiren bir

varyanti igermesidir.

. Once belirtilen istemlerden herhangi birine gére bir CAR'I kodlayan bir niikleik

asit dizisidir.

. Istem 4’e gbre bir niikleik asit dizi olup, 6zelligi SEQ ID No. 25 olarak gdsterilen

diziyi veya en az %90 dizi tanimasina sahip olan bir varyanti igermesidir.

. Istem 4 veya 5'e gére bir nikleik asit olup, ézelligi ayni zamanda bir intihar

genini de kodlamasidir.

. Istemler 4 ila 6'dan herhangi birine goére bir niikleik asit dizisini igeren bir

vektordr,

. Istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére bir CAR'yi eksprese eden bir hiicredir.

. Istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére bir CAR’yi ve bir intihar genini birlikte

eksprese eden bir hicredir.
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istem 9a gére bir hiicre olup, ézelligi intihar geninin, iCasp9 veya RQRS
olmasidir.
istemler 8 ila 10'dan herhangi birine gére bir hilcre yapmak icin bir ydntem olup,

ozelligi istemler 4 ila 6'dan herhangi birine gdre bir nikleik asidin bir hicreye ex

vivo olarak uygulanmasi asamasini icermesidir.

istem 7'ye gore bir vektdr veya farmasétik olarak kabul edilebilir bir tasiyici,
seyreltici veya yardimci madde ile birlikte, istemler 8 ila 10'dan herhangi birine

goére bir hiicre iceren farmasdétik bir bilesimdir.

istem 7°e gore bir vektér veya kanserin tedavi edilmesinde kullanim igin istemler

8 ila 10’dan herhangi birine gdre bir hicredir.

istem 13'e gére kullanim igin bir hicre olup, 6zelligi kanserin, noroblastom

olmasidir.
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TARIFNAME
KIMERIK ANTIJEN RESEPTORU

BULUS SAHASI

Mevcut bulug, kanser antijen disialogangliositi (GD2) baglayan kimerik antijen
reseptoriine (CAR) iliskindir. Bu tlir bir CAR’si eksprese eden T hiicreleri, ndroblastom

gibi kanserdz hastaliklarin tedavisinde faydahdir.

BULUSUN ALT YAPISI

Disialogangliosit (GD2, pubchem: 64503486), birincil olarak hiicre ylzeyinde eksprese
edilen siyalik asit igeren bir glikosfingolipiddir. Bu karbohidrat antijenin islevi, tam olarak
anlasilamamistir  ancak timdr hicrelerinin ekstrasellller matris  proteinlerine
baglanmasinda dnemli bir rol oynadig disiniilmektedir. GD2; ndroblastom (izerinde
yogun, homojen ve neredeyse evrensel olarak eksprese edilir. Normal dokularda GD2
ekspresyonu, blylk dlglide cilt melanositleri ve periferik agn lifi miyelin kihflan ile
sinirhidir. CNS icerisinde GD2, embriyonik bir antijen olarak gériinmektedir ancak
sacllmis oligodendrositlerde ve posterior hipofiz bezi igerisinde belirsiz bir sekilde

eksprese edilir. Bu da GD2'yi, hedeflenen anti timaér tedavisi icin uygun hale getirir.

Anti-GD2 antikorlari, néroblastomda bir tedavi olarak kapsaml sekilde test edilmistir. iki
klon ve tlrevleri, su anda klinik kullanimdadir: klon 3F814 ve 3F8. Diger klon 14.187,
izotopun lgG2a'ya (14g2a) gecmesinden sonra ve son olarak ch14.18’i olusturmak icin
insan 1gG1 ile kimerizasyondan sonra bir fare IgG3'0 olarak test edilmistir. Bu sonuncu
antikor, randomize bir ¢caligmada acik bir etkinlige yol agmigtir: ABD Cocuk Onkoloji
Grubu, ilk tedaviden sonra radyolojik gerileme saglayan yuksek riskli néroblastomall
cocuklarda ch14:18'in randomize faz lll calismasini bildirdi. Bu hastalarda ortalamq 2.1
yillik takip siresi ile ch14:18 kolunda EFS'de %20 gelisme vardi. Onemli olarak en
yaygin haliyle Noropatiye neden olan kronik bir agrn ve daha az yaygin haliyle

oftalmopleji olan norotoksisite bu ajanlarla birlikte temel doz sinirlayici toksisitedir.

Bu terapotik mAb’lerin aritiimasina devam edilmistir: ¢ch14.18den turetilen bir IL-2
immunositokini agiklanmistir. Bu, minimal rezidiel hastalik Uzerinde bazi etkilere sahip

olan, ancak hacimli hastaliga karsi hicbir etkisi clmayan oldukg¢a toksik bir ajandir.
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Ch14.18, tamamen hUmanizedir ve Fc, timleyici aktivasyonu inhibe etmek icin
mutasyona ugradi. Ch14.18’in bu ihiimanize versiyonu, klinik bir galismada yer almigtir
ancak sadece ¢ok sinirli sayida veri meveuttur. 3F8 antikorunun hiimanize edilmesi de
aciklanmistir. GD2 seroterapisindeki klinik veriler umut verici olsa da, surekli tam
remisyonlar halen sinirhdir ve minimal hastalik ayarlan disinda antikorlar igin klinik

olarak yararli bir rol igin higbir kanit yoktur.

Dolayisiyla, néroblastom ve diger GD2'yi eksprese eden kanserlerin tedavisinde

iyilegtirilmis terapétik yaklasimlara ihtiyag vardir.

Kimerik Antijen Reseptérleri (CAR'ler)

Kimerik antijen reseptorleri, normal formatinda, bir T-hicresinin efektér fonksiyonuna
bir monoklonal antikorun {mAb) dzglnlidunl ileten proteinlerdir. Normal sekli, bir
antijen tanima amino ucu, bir aralayici, bir T-hiicre sagkalimini ve aktivasyon
sinyallerini ileten bir bilesik endodomenine bagh olan bir transmembran domenine

sahip bir tip | transmembran domen proteinidir (bakiniz $ekil 1a).

Bu molekdllerin en yaygin sekli, bir aralayic) ve sinyal endodomenine bir transmembran
domeni yoluyla kaynastinlmis bir hedef antijeni taniyan monoklonal antikorlardan
tiirevlenen basit zincirli dedisken pargaciklarin (scFv) flizyonlandir. Bu tiir molekdller,
hedefinin scFv'si yoluyla tanmimaya karsilik olarak T-hiicresinin aktivasyonu ile
sonuglanir. T hicreleri bu tir bir CAR'yi eksprese ettiginde, hedef antijeni eksprese
eden hedef hldcreleri tanir ve dldarirler. Tumédre iliskin antijenlere karsi ¢esitli CAR’ler
geligtiriimistir ve bu tur CAR eksprese edici T hucrelerini kullanarak adoptif aktarim

yaklagimlar halen gesitli kanserlerin tedavisi i¢in klinik ¢alismadadir.

GD2'ye karsi kimerik antijen reseptarleri, antijen baglayici domenin, scFv 14g2a’ya
dayandigi sekilde agiklanmistir (WO 2013/040371 ve Yvon et al (2009, Clin Cancer
Res 15:5852-5860)).

Bir 1492a-CD28-0X40- CAR'yi eksprese eden insan T hicrelerinin, bazi anti timor
aktivitesine sahip oldugu ancak hastaligi tamamen yok edemedigini gosterdi (yukarida
belirtilen sekilde Yvon et al {2009)).
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Mevcut buluscular, gelismis &zelliklere sahip bir alternatif GD2'yi hedefleyen CAR

yapmay arastirmaktadir.

SEKILLERIN AGIKLAMASI

Sekil 1 - Kimerik Antijen Reseptdril (CAR) tasarimi.

(a) bir CAR'nin jeneralize mimarisi: Baglayici bir domen, antijeni tanir; aralayici,
baglayici domeni hiicre yizeyinden yulkseltir; trans-membran domeni, proteini
membrana baglar ve endodomen, sinyalleri iletir. (b) ila (d): CAR endodomenlerinin
farkl jenerasyonlari ve permitasyonlar: (b) ilk olarak FceR1-y veya CD3-Zeta
endodomeni yoluyla sadece iletilen ITAM sinyalleri tasarlar, daha sonra ilave (c) bir

veya (d) cis igerisinde iki ko-stimulatuvar sinyali iletmek (zere tasarlar.

Sekil 2 - Yapilandinlan anti-GD2 CAR’lerinin varyantlan (a) insan I1gG1 aralayicisi ve
CD28-0X40-Zeta endodomeni ile scFv gibi fare KM666 antikorunu kullanarak anti-GD2
CAR; (b) (a) ile ayni formatta Nakamura himanize antikoru huKM666’y1 kullanarak
anti-GD2 CAR'si; (c) Fc domeninin, Fc reseptéri tanima motiflerini ¢ikarmak Gzere
degistirilmesi haricinde (b) ile ayni format; (d) aralayicinin IgG1 mentesesi - CD8 sapi
olmas) haricinde (c) ile ayni; (e) aralayicinin yalniz CD8 sapi1 almasi haricinde (c) ile

ayni; {f) aralayicinin yalniz 1IgG1 mentesesi olmasi haricinde {c) ile ayn.

Sekil 3 - mukKM666 ve huKM666 tabanli CAR'lerin kiyaslanmasi. (a) 3 normal
dondrden periferik kan T-hlicreleri Uzerinde ekspresyon; (b) bir histogram olarak
gbsterilen bu cizimlerin ortalama flioresan yodunlugu; (c) transduse edilmemig,
mMukKME666 ve huKM666 transduse T-hicrelerini A204 (GD2 negatif) ve LAN-1 (GD2
pozitif) hedeflerine karg! efektdr olarak kullanarak krom serbestleme tayini; (d) aynm
yUklemeden IL-2 GOretimi; {e) ayni yluklemeden interferon-gama uretimi; ve (f) ayni

yUklemeden Kat proliferasyonu.

Sekil 4. (a) CAR ile CD34 markor geninin 1:1 birlikte ekspresyonuna izin veren
retroviral yapi; (b) CAR ekspresonu (HA etiketi) ve CD34 markdr genininin akis
sitometrik analizi; (c¢) Ddndgtlriimemis T-hicrelerinin ve GD2 pozitif hedeflerine (LAN-
1) ve GD2 negatif hedeflerine (A204) kargi 3 farkh CAR varyanti ile donastirdlmas T-
hucrelerinin krom serbestleme tayini; (d) interferon gama serbestlemesi; (g) IL-2

serbestlemesi; ve (f) ayni hedeflerin ve efektdrlerin proliferasyonu.
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Sekil 5 — Fc aralayicisina mutasyonlan bozan FcR baglayicisinin dahil edilmesi (a)
dahil edilen mutasyonlar; (b) anti-Fc boyamasi ile belirlenen sekilde CAR’nin
ekspresyonu: dondstirulmemis, wt ve mutasyona udramig; (¢) dénasgtiralmemis, wt Fc
ve mutasyona ugramis Fc anti-GD2 CAR T hicreleri ile GD2 negatif ve GD2 pozitif
hedeflerin dldirulmesi; {d) FcR eksprese edici hiicre hattt THP-1 ile donusturdimemis,
wt Fc ve mutasyona ugramis Fc anti-GD2 T hiicrelerinin  aktivasyonu;
donustirilmemis, wt Fc ve mutasyona ugramis Fc CAR T hiicrelerine karsilik olarak

THP-1 hiicre hatti yoluyla IL-1Beta serbestlemesi.

Sekil 6 - Ekspresyon Kasetinin optimizasyonu

(a) kasete uygulanan harita optimizasyonlari: SAR veya CHS4; (b) wt veya kodon ile
optimize edilen agik okuma c¢ergevesi ile farkli modifikasyonlarla CAR’nin temsili
ekspresyonu. SAR yapisi, istenilen ekspresyonun siki bir pikini verir. {¢) 3 normal

donorden bu FACS verilerinin gubuk grafik temsili.

Sekil 7 - Farkl endodomenlerin kiyaslamasi

Ug farkh kimerik antijen reseptérii kiyaslandi. Reseptdrlerin timii, FcR baglanmasini ve
CD28 transmembran domenini indirgemek Gzere degistirilen IgG1’in Fc domeni olan
huK866 scFv'den olustu, CAR "28tmZ", bir CD3 Zeta endodomenine sahiptir; "28Z2",
CD28 - CD3Zeta endodomen bilesigine sahiptir; "280XZ", CD28, OX40 ve CD37Zeta’yl
iceren bir bilesik endodomenidir, normal dondrlerden periferik kan T hiicreleri, benzer
titrelerin retroviral vektoreri ile bu yapilarla donistarildi. Bu farkh T-hicreleri,
kontroller olarak ddnustirilmemis T-hlcreleri ile birlikte kiyaslandi. T-hicreleri, A204
hicreleri (GD2 negatif olan bir rabdomiyosarkoma hicre hattl) ve LAN-1 hicreleri
(GD2 pozitif olan bir néroblastom hucre hatti) ile engellendi. Proliferasyon ve sitokin

serbestlemesi, reseptdr aktivitesinin 28tmZ < 287 < 280XZ oldugunu géstermektedir.

Sekil 8 - iCasp9 intihar geni ile birlikte ekspresyon

(A) FMD-2A dizisini kullanarak anti-GD2CAR ile iCasp9’'un birlikte ekspresyonu; (b)
yalniz NT T-hiicrelerinde, GD2CAR dondstirilmis T-hiicrelerinde ve iCasp9-2A-
GD2CAR T-hiicrelerinde ve CID ile muamele sonrasinda CAR ekspresyonu; {c) CID ile
muamele edilmis veya edilmemis, ddnistarilmemis, GD2CAR ddndstlirilmis ve
iCasp9-2A-GD2CAR doénistardlmas T-hacreleri ile GD2 pozitif (LAN-1) ve negatif

(A204) hedeflerinin dldurilmesi. 5 normal dondr T-hacresinin ortalamasi.
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Sekil 9 - RQRS intihar geni ile birlikte ekspresyon

(a) CARhuKB66Fc, bir retroviral vektorde RQR8 sinifi intihar geni ile birlikte eksprese
edildi. (b) T-hacreleri, bu retroviral vektor ile donastiruldid ve CAR ve RQRS8'in birlikte
ekspresyonu, bir poliklonal anti-Fc ve monaklonal antikor QBend10 ile dénlstirilen T-
hacrelerini boyayarak belirflendi. (c) Bu T-hlcrelerinden CAR pozitif popullasyonu,
Rituksimab ve komplementin varlidinda yoksun hale getirildi. (d) Rituksimab ile yoksun

hale getirilen T-hlicreleri, artik GD2'yi eksprese eden hedefleri tanimad..

Sekil 10 - (a) GM3sentaz ve GD2sentazi eksprese eden bisistronik vektdr. (b) Bu
vektér ile doénlisen SupT1 hdcreleri, GD2 pozitif hale gelir (dénismemis bos cizim;

dénusmas gri renkli ¢izim).

Sekil 11 - Asagidaki kohortlarda farelerdeki bireysel timdrlerin buyime egrileri: sol Ust:
anti-GD2 CAR splenaositlerini alan CT26 tumorlerini eksprese eden GDZ2'ye sahip
fareler; sag ust: Yalanci donistirilmds splenositleri alan CT26 tiimorlerini eksprese
eden GD2; sol alt: anti-GD2 CAR splenositlerine sahip GD2 negatif (wt) CT26
timdrleri; sag alt: ve splenosit almayan CT26 timérlerini eksprese eden GD2

Sekil 12 - Amino Asit Dizileri

A. Sekil 2’de (a)da gdsterilen sekilde anti-GD2 CAR (muKM666-HCH2CH3-CD280XZ
- SEQ ID No. 26)

B. Sekil 2'de (b)de gdsterilen sekilde anti-GD2 CAR (huKM666-HCH2CH3-CD280XZ -
SEQ ID No. 27)

C. Sekil 2’'de (c)da gosterilen sekilde anti-GD2 CAR (huKM666-HCH2CH3pvaa-
CD80OXZ - SEQ ID No. 28)

D. Sekil 2'de (d)de gosterilen sekilde anti-GD2 CAR (huKM666-HSTK-CD280XZ -
SEQ ID No. 29)

E. Sekil 2’de (e)de gosterilen sekilde anti-GD2 CAR (huKM666-STK-CD28XOXZ -
SEQ ID No. 30)

F. Sekil 2'de (fyde gosterilen sekilde anti-GD2 CAR (huKM666-HNG-CD280XZ - SEQ
ID No. 31)

G. Sekil 2'de (c)'de gosterilen sekilde ama 1.jenerasyon endodomen ile anti-GD2 CAR
(huKM666-HCH2CH3pvaa-CD28tmZ - SEQ ID No. 32)

H. Sekil 2'de (cYde gdsterilen sekilde ama 2.jenerasyon endodomen ile anti-GD2 CAR
(huMK666-HCH2CH3pvaa-CD28Z - SEQ ID No. 33)
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[. iCasp9 intihar geni ile birlikte eksprese edilen anti-GD2 CAR - SEQ ID No. 34
J. RQRS8 intihar geni ile birlikte eksprese edilen anti-GD2 CAR - SEQ ID No. 35

Sekil 13 - GD2'nin yapisi

Sekil 14 - huK666 ve 14g2a CAR'lerin kiyaslanmasi. (a) test edilen yapilarin haritalar::
iki yap, birincil T-hiicrelerinde test edildi. Her ikisi de RQRS igin ve bir FMD-2A benzer
dizi ile birlikte eksprese edilen 2.jenerasyon GD2 CAR igin kodlanan retroviral
vektérlerdir. Yapilar arasindaki tek fark, birinde scFv, huKgéeg'dir ve diderinde ise
14g2a’dir. Bu vyapilar ile donastlrilen T-hicrelerine, A204 (bir GD2 negatif
rabdomiyosarkoma hucre hatti) ve LAN-1 (bir GD2 pozitif hucre hatti) ile 1:1 oraninda
meydan okundu. (b) 24 saatte, interferon-gama, st fazdan dl¢lldd. huK666 CAR T-
hicreleri, daha fazla IF-G Uretir. (¢) Bir hafta sonra T-hlcreleri sayilir, huK666, daha

fazla proliferasyon gésterir.

Sekil 15 - 2. jenerasyon CAR’lere dayanan huK666 veya 14g2a ile Noroblastom hiicre
hatti LAN1 arasindaki birlikte kiltarin akig sitometrik analizi. (a) Deney kurulur. Bir
haftalik birlikte kaltiirden sonra hicreler, hasat edildi ve akig sitometrisi yoluyla analiz
edildi. CD45 ekspresyonu, lenfoid hicrelerinden ve LAN-1 hdcreleri olarak CD45-
hiicreleri ile lendoif olmayan hilicrelerden ayrim yapmaya izin verdi. CD3/QBEND/10 ile
diger hoyama, CAR-T hlcrelerinin sayimina imkan sagladi. {b) Yalniz T-hicreleri; (c)
NT T-hicreleri ve LAN-1 hiicreleri; (d) huK666-28-Z CAR T-hlcreleri ve LAN-1
hicreleri; (e) 14g2a-28-Z CAR T-hucreleri ve LAN-1 hiicreleri. LAN-1 hiicrelerinin bir
artigi, 14g2a CAR T-hiicresi birlikte kiltlirinde gérGlmustdr.

BULUS ACILARININ KISA ACIKLAMASI

Mevcut buluggular, K666 antikoruna dayanan bir GD2-baglayici domeni igeren yeni bir

kimerik antijen reseptorli {CAR) hedefleyen GD2'yi yapmuslardir.

Anti-GD2 antikoru 14g2a, altin standart olarak gorilebilir ¢linki terapoétik bir antikor
olarak kullanilir ve bir CAR ¢alismasinda buglne kadar test edilen tek scFv'dir (PMID:
18978797). Mevcut bulus¢ular, klinik calismalarda en yaygin kullanilan CAR format

olmasindan oturd ikinci jenerasyon formatinda CAR’ye dayanan 14g2a ve huK666'yi
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kiyasladi. huK666 CAR T-hucrelerinin, daha fazla IFN-y serbestledidi, daha iyi

¢ogaldigr ve 14g2a’nin denklerinden daha fazla éldagua bulundu.

Bu nedenle birinci agidan mevcut bulug, asadida belirtilenleri iceren bir disialogangliosit
(GD2)-baglayict domeni igeren bir kimerik antijen reseptort {CAR) sadlar

a) SEQ ID No: 10'da gosterilen diziye sahip olan bir VH domenini igeren bir agir zincir
degisken bolgesi (VH)

ve

b) SEQ ID No: 12'de gosterilen diziye sahip olan bir VL domenini iceren bir hafif zincir
degisken bdlgesi (VL).

GD2 baglayici domeni, SEQ ID No.8 olarak gdosterilen diziyi kapsayabilir.

GD2-bagdlayici domeni ve transmembran domeni, bir aralayici yoluyla baglanabilir.

Aralayici, asagida belirtilenlerden birini igerebilir: bir insan IgG1 Fc domeni; bir 1gG1

mentesesi; bir IgG1 mentegesi-CD8 sapi; veya bir CD8 sapi.

Aralayici, bir IgG1 mentesesi-CD8 sapi veya bir CD8 sapin igerebilir.

Aralayicl, bir IgG1 Fc domeni veya bununla ilgili bir varyanti icerebilir.

Aralayici, SEQ ID No. 23 veya SEQ ID No. 24 olarak gbésterilen diziyi veya en az %80

dizi tanimasina sahip olan bir varyanti iceren bir IgG1 Fc domenini igerebilir.

CAR, intraseluler T hucresi sinyal domenini igerebilir veya bununla ilgili olabilir.
intraseluler T hicresi sinyal domeni, asagida belirtilen endodomenlerden bir veya daha

fazlasini igerebilir, CD28 endodomeni; OX40 ve CD3-Zeta endodomeni.

intraseliller T hiicresi sinyal domeni, asadida belirtilen endodomenlerin timiini
icerebilir: CD28 endodomeni; OX40 ve CD3-Zeta endodomeni.

SEQ ID No. 10 ve 12'de gosterilen dizilere sahip olan bir VH ve bir VL domenini i¢eren
CAR, SEQ ID No. 27 ila 35'ten herhangi birinde gosterilen diziyi veya en az %80 dizi
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tanimasina sahip ama i) GDZ2vi baglama wve ii) T-hicresi sinyalini indlkleme

kapasitesini surdiren bir varyanti icerebilir.

ikinci agida meveut bulug, bulusun birinci acisina gére bir CAR'yi kodlayan bir nikleik

asit dizisi sadlar.

Nikleik asit dizisi, kodon ile optimize edilebilir.

Bulugsun birinci agisina gore bir CAR'’yi kodlayan nikleik asit dizisi, SEQ ID No. 25

olarak gdsterilen diziyi veya en az %90 dizi tanimasina sahip olan bir varyanti icerebilir.

Niikleik asit ayni zamanda bir intihar genini de kodlayabilir.

Uglincii agida meveut bulus, bulusun ikinci acisina gére bir niikleik asit dizisini iceren

bir vektor saglar.

Dérdinch agida meveut bulug, bulusun birinci agisina gére bir CAR'yi eksprese eden
bir hdcreyi sadlar. Hicre, bir T hlcresi veya dogal katil (NK) hiicre gibi bir sitolitik

immun hucre olabilir.

Hiicre, bulusun birinci agisina gore bir CAR’yi ve bir intihar genini birlikte eksprese

edebilir.

intihar geni, érmegin, iCasp9 veya RQRS olabilir.

Besinci agida mevcut bulus, bulusun ikinci agisina gére bir nikleik asidin ex vivo olarak
bir hicrenin icerisine yerlestiriimesini agsamasin igeren sekilde bulusun dérdincd

agisina gdre bir hiicreni yapim ydntemini vermektedir.

Altinci agida mevcut bulus, birlikte farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyici,
seyreltici veya yardimci madde olarak ifade edilen sekilde bulugun lglincl agisina gore
bir vektérii veya bulusun dérdinci agisina gbre bir hicreyi iceren farmasotik bir

bilesimi vermektedir.

Yedinci agida mevcut bulug, bulusun G¢lincd acisina gore bir vektérin veya bulusun
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dérdldnct agisina gére bir hiicrenin bir denede uygulanmasi asamasini iceren sekilde

kanser tedavisi icin bir yéntemi vermektedir.

Kanser, noroblastom olabilir.

Sekizinci agida mevcut bulusg, bir kanserin tedavisinde kullanim igin bulusun Gglnci

acisina gore bir vektdri veya bulusun dérdingtl agisina gore bir hlicreyi vermektedir.

DETAYLI ACIKLAMA

KIMERIK ANTIJEN RESEPTORLERI (CAR’LAR)

Kimerik antijen reseptorleri (CAR’ler), ayni zamanda kimerik T hucresi reseptdrleri
olarak da bilinir, yapay T hiicresi reseptdrleri ve kimerik imminoreseptorler; bir immun
efektdr hiicrenin Gzerine istege bagl bir 6zginligl nakleden tasarlanmis reseptorlerdir.
Klasik bir CAR'de monoklonal bir antikorun &zginl(iga, bir T hiicresinin (zerine
nakledili. CAR kodlayici nikleik asitler, drnegin, retroviral vektorleri, kullanarak T
hicrelerine aktarilabilir. Bu sekilde ¢ok sayida kansere 6zgi T hicresi, adoptif hiicre

aktarimi i¢in olusturulabilir. Bu yaklasimin Faz | klinik ¢alismalan, etkinli§i gdsterir.

Bir CAR'nin hedef-antijen baglayici domeni, siklikla bir aralayici ve transmembran
domeni yoluyla bir sinyal endodomenine kaynasir. CAR, hedef-antijeni badlarken bu

durum, eksprese edilen T hiicresine aktive edici bir sinyalin iletimi ile sonuglanir.

Mevcut bulusun CAR'si, KM666 monoklonal antikora dayanan bir GD2 baglayic

domeni igerir (Nakamura et al (2001) Cancer Immunol. Immunother. 50:275-284).

Mevcut bulugsun CAR’si, agagida belirtilenleri iceren bir GD2- baglayici domeni icerir
a) SEQ ID No: 10'da gosterilen diziye sahip olan bir VH domenini igeren bir agir
zincir degisken bdlgesi (VH).
b) SEQ ID No: 12a gosterilen diziye sahip olan bir VL domenini igeren bir hafif
zincir degisken bdlgesi (VL).

Burada ac¢iklanan CAR, asagida belirtilenleri iceren bir GD2- baglayici domeni icerir
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a) asadidaki diziler ile tamamlayicili§i belileyen bélgelere (CDR’ler) sahip bir
agir zincir degisken bolgesi (VH):
CDR1 - SYNIH (SEQ ID No. 1);
CDR2 - VIWAGGSTNYNSALMS (SEQ ID No. 2)
CDR3 - RSDDYSWFAY (SEQ ID No. 3); ve
b) agsagidaki diziler ile CDR'lere sahip bir hafif zincir dedisken bdlgesi (VL):
CDR1 - RASSSVSSSYLH (SEQ ID No. 4);
CDR2 - STSNLAS (SEQ ID No. 5)
CDR3 - QQYSGYPIT (SEQ ID No. 6).

Bulusun bir parcasi olmamakla birlikte, agiklamaya gdre, GD2 baglayici aktivitesini
olumsuz alarak etkilemeden her bir CDR'ye bir veya daha fazla mutasyonun (ikameler,
eklemeler veya g¢ikarmalar) dahil edilmesi mamkun olabilir. Her bir CDR, drnegin, bir,

iki veya U¢ amino asit mutasyonlarina sahip olabilir.

Murin KM666 dizisi, SEQ ID No.7 olarak gosterilen amino asit dizisine sahiptir. SEQ ID
No. 7 (Murin KM666 dizisi)

QVQLKESGPVLVAPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWVRQPPGKGLEWLGY WAGGS
TNYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLOMNSLQTDDTAMY Y CAKRSDDYSWFAYWGQG
TLVTVSASGGGGSGGGGSGGGGSENVLTQSPAIMSASPGEKVYTMTCRASSSVSSS
YLHWYQQKSGASPKWAIYSTSNLASGVPGRFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYY
CQAYSGYPITFGAGTKVEVKR

Bu dizi, asagida belirtilen VH ve VL dizilerini kapsar:
SEQ ID No. 9 (Murin KM666 VH dizisi)

QVALKESGPVLVAPSQTLSITCTVYSGFSLASY NIHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLOMNSLQTCDTAMYY CAKRSDDY SWFAYWGQG
TLVTVSA

SEQ ID No. 11 (Murin KM666 VL dizisi)

ENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGASPKVWIYSTSNLA
SGVPGRFSGSGSGTSYSLTISSVEAEDAATYYCQQYSGYPITFGAGTKVEVK

Mevcut bulugun CAR’si, asagida belirtilen amino asit dizisini igerebilir:
SEQ ID No. 8 (Himanize KM666 dizisi)
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QVQLQESGPGLYKPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHWYRQPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVYYCAKRSDODYSWFAYWGQG

TLVTVSSGGGGSGGOGSGGGGSENQMTQSPSSLSASVGDRY TMTCRASSSVSSS
YLHWYQOKSGKAPKVYWIYSTSNLASGVPSRFSGSGSGTOYTLTISSLQPEDFATYY

CQQYSGYPITFGAGTKVEIKR

Mevcut bulusun CAR’1, asadida belirtilen VVH dizisini igerir:

SEQ ID No. 10 (Himanize KM666 VH dizisi)

OVOLQESGPGLVKPSQTLSITCTVSGFSLASYNIHNWYROPPGKGLEWLGVIWAGGS
TNYNSALMSRLTISKDNSKNQVFLKMSSLTAADTAVYYCAKRSDDYSWFAYWGQG
TLVTVSS

Mevcut bulusun CAR’1, asagida belirtilen VL dizisini igerir;
SEQ ID No. 12 (Himanize KM666 VH dizisi)

ENQMTQSPSSLSASVGDRYTMTCRASSSVSSESYLHWY QQKSGKAPKVWIYSTSNL
ASGVPSRFSGSGSGTOYTLTISSLAPEDFATYYCQQYSGYPITFGAGTKVEIK

iki polipeptit dizisi arasindaki oran tanimas, {icretsiz olarak http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

adresinde bulunan BLAST gibi programlar yoluyla belirlenehilir.
TRANSMEMBRAN DOMENI

Bulusun CAR’1 ayni zamanda membrani kapsayan bir transmembran domenini de
icerebilir. Bir hidrofobik alfa sarmalini icerebilir. Transmembran domeni, iyi reseptor

stabilitesi veren CD28'den tlirevienebilir.

Transmembran domeni, SEQ ID No.13 olarak gdsterilen diziyi kapsayabilir.
SEQID No. 13

FWVLVWVGGVLACYSLLVTVAFIIFWYV

INTRASELULER T HUCRESI SINYAL DOMENI (ENDODOMEN)

Endodomen, CAR'nin sinyal-iletim kismidir. Antijen tanimasindan sonra reseptérler
kiimelenir ve hiicreye bir sinyal iletili. En yaygin kullanilan endodomen bilegeni, 3
ITAM'yi igeren CD3-zetanin bilesenidir. Bu, antijenin baglanmasindan sonra bir
aktivasyon sinyalini T hicresine iletir. CD3-zeta, tam kompetan aktivasyon sinyali

saglamayabiir ve ilave bir yardimci uyaran sinyal de gerekli olabilir. Ornegin, bir
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proliferatif/survival sinyalini iletmek igin CD3-Zeta ile birlikte kimerik CD28 ve OX40

kullanilabilir veya tim ucu de birlikte kullanilabilir.

Mevcut bulusun CAR’sinin endodomeni, CD28 endodomenini ve 0OX40 ve CD3-Zeta

endodomenini igerebilir.

Mevcut bulusun CAR’sinin transmembran ve intraselller T-hlcresi sinyal domeni
(endodomen), SEQ ID No. 14, 15, 16, 17 veya 18 olarak gdsterilen diziyi veya en az
%80 dizi tanimasina sahip bir varyantini icerebilir.

SEQ ID No. 14 (CD28 endodomeni)
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAY

SEQ ID No. 15 (CD40 endodomeni)
RSRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

SEQ ID No. 16 (CD3 zeta endodomeni)
RSRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRK
NPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQ
ALPPR

SEQ ID No. 17 (CD282)

RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHY QPYAPPRDFAAYRSRVKFSRSADAPAYQ
QGONQLYNELNLGRREEYDVLOKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQOKDKMA
EAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

SEQ ID No. 18 (CD280XZ)
RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPROFAAYRSROQRLPPDAHKPPG
GGSFRTPIQEEQADAHSTLAKIRVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDV
LDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKOKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHEG
LYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Bir varyant dizisi, dizinin, etkin bir transmembran domeni/intraseliiler T hiicresi sinyal
domeni saglamasi kosuluyla SEQ ID No. 13, 14, 15, 16, 17 veya 18'e en az %80, %85,
%90, %95, %98 veya %99 dizi tanimasina sahip olabilir.

SINYAL PEPTIDI
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Mevcut bulusun CAR’si, bir sinyal peptidi icerebilir dolayisiyla CAR, bir T hilicresi gibi
bir hicrenin i¢inde eksprese edilir, nasent protein endoplasmik retikuluma ve ardindan

eksprese edildigi hacre ylzeyine yonlendirilir.

Sinyal peptidinin gekirdedi, tekli alfa-sarmali olusturma egilimine sahip hidrofobik amino
asitlerin uzun germesini icerebilir. Sinyal peptidi, translokasyon esnasinda polipeptidin
uygun olan topolojisini yerine getirmeye yardimci olan sekilde amino asitlerin kisa
pozitif yUkli germesi ile baslayabilir. Sinyal peptidin sonunda, tipik olarak sinyal
peptidaz yoluyla taninan ve bélinen amino asitlerin germesi yer alir. Sinyal peptidaz,
serbest bir sinyal peptidi ve matir bir proteini olusturmak icin translokasyonun
tamamlanmasi esnasinda veya sonrasinda bélunebilir. Serbest sinyal peptitleri daha

sonra spesifik proteazlar yoluyla par¢alanirlar.

Sinyal peptidi, molekiillin amino ucunda olabilir.

Bulusun CAR’1, asagidaki genel formile sahip olabilir:

Sinyal peptidi - GD2-badlayici domen - aralayici domeni - transmembran domeni -

intraselller T hiicresi sinyali domeni

Sinyal peptidi, SEQ ID No. 19'u veya sinyal peptidinin halen CAR'nin hiicre ylzeyi
ekspresyonuna neden olmak (izere islev sadlamasi kaydiyla 5, 4, 3, 2 veya 1 aming

asit mutasyonuna (eklemeler, ikameler veya ilaveler) sahip bir varyantini igerebilir.

SEQ ID No. 19: METDTLLLWVLLLWVPGSTG

SEQ ID No. 12un sinyal peptidi, kompakt ve ylksek seviyede etkilidir. Terminal
glisinden sonra yaklasik % 95'lik bir klevaj vermesi, sinyal peptidazi ile etkin bir sekilde

uzaklastiriimasi beklenmektedir.

ARALAYICI

Mevcut bulusun CAR'si, GD2 baglayici domeni transmembran domene baglamak ve

uzamsal olarak GD2 baglayici domeni endodomenden ayirmak igin bir aralayici dizisini
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icerebilir. Esnek bir aralayici, GD2 baglayici domeninin  GD2 baglanmasini

etkinlestirmek i¢in farkl yonlerde yénlendiriimesini saglar.

Aralayic) dizisi, dmedin, bir 19gG1 Fc¢ bdlgesini, bir 19G1 mentesesini veya bir CD8
sapini veya bunlarin bir kombinasyonunu igerebilir. Aralayici alternatif olarak bir 1gG1
Fc bélgesi, bir IgG1 mentegesi veya bir CD8 sapi gibi domen aralayici dzelliklere

vefveya benzer uzunluga sahip alternatif bir diziyi de igerebilir.

Bir insan I1gG1 aralayicisi, Fc baglayici motiflerin ¢ikariimasi igin degistirilebilir.

Bu aralayicilar icin amino asit dizilerinin érnekleri, agagida verilmigtir:

SEQ ID No. 20 {(mentese-insan IgG1'in CH2CH3)
AEPKSPDKTHTCRPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCYVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSROELTKNQVSLTCLVKGF YPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVFSCSVYMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKD

SEQ ID No. 21 (insan CD8 sap1):
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI
SEQ ID No. 22 (insan IgG1 mentesesi):
AEPKSPDKTHTCPPCPKDPK

SEQ ID No. 23 (lIgG1 Mentese-Fc)
AEPKSPDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKDPK

SEQ ID No. 24 (Fc reseptdri tanima motiflerini ¢ikarmak igin degistirilen 1gG1
Mentesesi - Fc)
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AEPKSPDKTHTCPPCPAPPVA*GPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDP

EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGKKDFK

Modifiye edilen artiklarin alti ¢izilidir; *, bir silmeyi ifade eder.

GD2

GD2, temel olarak insanlarda beyincik ve periferik sinirlere olmak (zere, normal
dokular Gzerinde yiilksek oranda kisitlanmis olarak insan néroblastom ve melanomu

iceren ndroektodermal orijinli timorler Gzerinde eksprese edilen bir disialogangliosittir.

GD2'nin nispeten tumore 6zgu olan ekspresyonu, bunu, immunoterapi icin uygun bir

hedef haline getirir.

NUKLEIK ASIT Dizisi

Bulusun ikinci agisi, bulusun birinci agisinin bir CAR'sini kodlayan bir nikleik asit

dizisine iliskindir.

Nikleik asit dizisi, SEQ ID No. 27-35'ten herhangi biri olarak gosterilen amino asit
dizisine sahip bir CAR1 kodlama kapasitesine sahip olabilir. NUkleik asit dizisi,
asagidaki dizi olabilir veya bunu igerebilir:

Ekspresyonu iyilestirmek igin bir SAR bdlgesi ve bir kodonla optimize edilen gergeve ile
RQRS intihar geni ile birlikte eksprese edilen anti-GD2 CAR'sini iceren retroviral
kasetin SEQ ID No. 25 DNA dizisi
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Nikleik asit dizisi, SEQ ID No.

ancak genetik kodun dejenerasyonuna bagl olarak farkli bir niikleik asit dizisine sahip

25 ile kodlanan ile ayni amino asit dizisini kodlayabilir,
olabilir. Nikleik asit dizisi, bulusun birinci agisinda tanimlanan sekilde bir CAR'yi
kodlamak kaydiyla SEQ ID No. 25 olarak gosterilen dizi icin en az %80, 85, 90, 95, 98

veya 99 tanimaya sahip olabilir.

INTIHAR GENLERI
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T-hucrelerinin yerlestirilebilir ve otonom olmalarindan &tiird anti-GD2 T hiicrelerinin
alicilarinda CAR T-hiicrelerinin selektif olarak silinmesi icin araclar istenilir. intihar
genleri, kabul edilemez toksisite yuzinde infize edilen T-hicrelerinin selektif yikimi ile
sonuglanan genetik olarak kodlanabilir mekanizmalardir. Intihar genleri ile ilgili en erken
zamandaki klinik deneyim, Gansiklovir'e duyarli T hucrelerini olusturan Herpes Virus
Timidin Kinaz (HSV-TK) ile iligkilidir. HSV-TK, yiksek seviyede etkin bir intihar genidir.
Ancak, dnceden olusturulmus immiln yanitlar, kullaniminin, haploidentik kok hiicre
transplantasyonu gibi o6nemli immunosipresyon klinik ayarlarin  kullanimini
kisitlayabilir. indiiklenebilir Kaspaz 9 (iCasp9), modifie edilmis FKBP12 ile Kaspaz 9'un
aktive edici domeninin degistirilmesi ile olusturulan bir intihar genidir. iCasp9,
dimerizasyonun inert kiguk molekller kimyasal indikleyicisi {CID) yoluyla aktive
edilebilir. iCasp9, yakin zamanda haploidentik HSCT'nin ayararinda test edilmistir ve
GvHD’yi durdurabilir. iCasp9'un en buylk kisitlamasi, klinik seviyede tescilli CID’nin
kullandabilirigine olan badmhhgidir. Hem iCasp9 hem de HSV-TK, intraseliler
proteinlerdir dolayisiyla tek basina transgen olarak kullanildiklarinda, donistiriimis

hiicrelerin segimine izin vermek Uzere bir markor geni ile birlikte eksprese edilirler.

Bir iCasp9, SEQ ID No. 36 olarak gdsterilen diziyi veya en az %80, 90, 95 veya 98 dizi

tanimasina sahip bir varyantini icerebilir.

SEQ ID No. 36
MLEGVQVETISPGDGRTFPKRGQTCWVWHYTGMLEDGKKVDSSRDRNKPFKFMLGK
QEVIRGWEEGVYAQMSVGQRAKLTISPDYAYGATGHPGIIPPHATLVFOVELLKLESG
GGSGVDGFGDVYGALESLRGNADLAYILSMEPCGHCLIINNVNFCRESGLRTRTGSNI
DCEKLRRRFSSLHFMYEVKGDLTAKKMVLALLELAQQADHGALDCCVYVVILSHGCQA
SHLQFPGAVYGTDGCPVSVEKIVNIFNGTSCPSLGGKPKLFFIQACGGEQKDHGFEY
ASTSPEDESPGSNPEPDATPFQEGLRTFDQLDAISSLPTPSDIFVSYSTFPGFVSWR
DPKSGSWYVETLDDIFEQWAHSEDLQSLLLRVANAYSVKGIYKQMPGCFNFLRKKL
FFKTSAS

Mevcut bulugcular, yakin zamanda RQRS8 olarak bilinen ve QBEnd10 antikoru ile
saptanabilen ve terapétik antikor Rituksimab ile ¢ézlinen hiicreleri eksprese edebilen

yeni bir markar/intihar geni tarif etmistir.

Bir RQR8, SEQ ID No. 37 olarak gosterilen diziyi veya en az %80, 90, 95 veya 98 dizi

tanimasina sahip bir varyantini igerebilir.
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SEQ ID No. 37
MGTSLLCWMALCLLGADHADACPYSNPSLCSGGGGSELFTQGTFSNVSTNVSPAK
PTTTACPYSNPSLCSGGGGSPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRG
LDFACDIYVIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHRNRRRVCKCPRPYY

intihar geni, drnedin iki dizi arasinda kendi kendine béliinen bir peptidi kullanarak, CAR

ile tek bir polipeptit olarak eksprese edilebilir.

VEKTOR

vektor saglar. Bu tir bir vektor, niikleik asit dizisinin konak hiicreye yerlestiriimesi igin

kullanilabilir bdylece bulusun birinci agisina gore bir molek(li eksprese eder ve Uretir.

Vektdr, drnegdin, bir plasmid veya bir retroviral vektor veya bir lentiviral vektor gibi bir

viral vektor olabilir.

Vektdr, bir T hiicresini transfekte etme veya dénustirme kapasitesine sahip olabilir,

Vektdr ayni zamanda iCasp9 veya RQRS8 gibi bir intihar genini kodlayan bir niikleik asit

dizisini de icerebilir.

KONAK HUCRE

Bulus ayni zamanda buluga gdre bir nlikleik asidi igeren bir konak hicre sadlar. Konak

hiicre, bulusun birinci agisina gore bir CAR'I eksprese etme kapasitesine sahip olabilir.

Konak htcre, bir insan T hicresi veya dogdal katil (NK) hicre gibi bir sitolitik immadn

hucre olabilir.

Bulusa gére bir CARyi eksprese etme kapasitesine sahip olan bir T hidcresi, CAR
kodlayict ndkleik asit ile bir T hicresini donisturerek veya transfekte ederek

olusturulabilir.

CAR T hacresi, ex vivo olarak olusturulabilir. T hicresi, bir hastadan veya bir donérden

bir periferik kan mononikleer hicresi {PBMC) drneginden alinabilir. T hiicreleri,
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ornedin bir anti-CD3 monoklonal antikoru ile muamele gibi, CAR kodlayici nikleik asit

ile donugtirulmeden once aktive edilebilir ve/veya genisletilebilir.

FARMASOTIK BILESIM

Mevcut blus ayni zamanda bir vektér veya farmasétik olarak kabul edilebilen bir
taslyicl, seyreltici veya yardimcl madde ve istege badlh olarak bir veya daha fazla
farmasotik olarak aktif polipeptit ve/veya bilesikler ile birlikte bulusun bir CAR eksprese
edici T hucresini iceren farmasdtik bir bilegim ile iligkilidir. Bu tdr bir formilasyon,

ornedin, intravendz inflzyon i¢in uygun bir sekilde olabilir).

MUAMELE YONTEMI

Mevcut bulusun bir CAR molekillini eksprese eden T hiicreleri, néroblastom hiicreleri
gibi kanser oldurici hicreleri igerebilir. CAR eksprese edici T hicreleri, ex vivo olarak
hastanin kendi periferik kanundan {1. taraf) veya dondriin periferik kanundan bir
hematopoietik kdk hiicre transplantasyonu ayarindan (2. taraf) veya bagdlantisi olmayan
bir donériin periferik kanindan (3. taraf) olusturulabilir. Alternatif olarak CAR T
hicreleri, indOklenebilir projenitdr hicrelerin veya embriyonik projenitdér hicrelerin T
hiicrelerine ex vivo diferansivasyonundan tirevlenebili, Bu o&rneklerde, CAR T
hiicreleri, bir viral vektorli, DNA veya RNA ile transfeksiyon dahil olmak lizere birgok

aractan biriyle CAR icin DNA veya RNA kodlamasi getirilerek Uretilir.

Mevcut bulugsun bir CAR melekllini eksprese eden T hicreleri, kanserdz bir
hastahgin, dzellikle de GD2 ekspresyonu ile iliskili kanserdz bir hastaligin tedavisi icin

kullanilabilir.

Kanser, bir ektodermal timor olabilir,

Artan GD2 ekspresyonu seviyeleri ile korele olan kanserlerin drnekleri: néroblastom,
melanom, medulloblastom, yumusak doku sarkomalari, osteosarkoma ve NSCLC gibi

kicik hicreli akciger kanserleridir.

Hastaligin tedavisi icin bir ydntem, bulugsun T hicresinin veya bir vektdrunin terapdtik

kullanimina iligkindir. Bu badlamda, vektdr veya T hiicresi, hastalikla iligkili en az bir
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semptomun  azaltilmasi, hafifletimesi veya lyilegtirilmesi ve/veya hastaligin
ilerlemesinin yavaglatilmasi, azaltimas) veya engellenmesi igin mevcut bir hastahga
veya duruma sahip bir hastaya uygulanabilir. Bulugun ydntemi, kanser hucreleri gibi
GDZ2 eksprese edici hicrelerin T hlcresi aracilikli éldirmesine neden olabilir veya bunu

destekleyehilir,

GD2 EKSPRESE EDICi HUCRE

Burada tarif edilen, GD2 eksprese edici bir hiicrenin, GM3 sentazini kodlayan bir
nikleik asidin ve GD2 sentazi kodlayan bir nikleik asidin bir hiicreye yerlestirilmesi

asamasini iceren bir ydntemdir.

Nikleik asit, drnedin bir plazmid veya viral vektdr gibi bir vektord kullanilarak,

transfeksiyon veya transdilksiyon yoluyla yerlestirilebilir.

Burada tarif edilen, GM3 sentazini kodlayan bir heterolog nikleik asidi ve GD2

sentazini kodlayan bir heterolog niikleik asidi igeren bir GD2 eksprese edici hlicredir.

Nikleik asit, genellikle hicre igerisinde mevcut olmayan sekilde bu baglamda

“heterolog”dur. Yapay olarak yerlestirilen bir rekombinant nikleik asit dizisidir.

Hiicre, bir hilcre hattindan olabilir.

Hiicre, mevcut bulusun T hicreleri gibi GD2CAR T-hiicrelerinin stimile edilmesi icin

kullanilabilir.

Bulus, simdi, bulusun gergeklestirimesinde teknikte siradan deneyime sahip bir kigiye
yardimc) olmay) amaglayan ve bulusun kapsamini herhangi bir sekilde kisitlama amaci
tasimayan Ornekler yoluyla detayli olarak agiklanacaktir.

ORNEKLER

Ornek 1- Baglayici olarak hiimanize antikor huK666’nin kullanimi

CAR'ler, fare antikoru KM666'dan veya onun himanize versiyonu huK666'dan
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Nakamura vd. tarafindan (2001 - yukanda belirtilen sekilde) tarif edildidi Gzere
(yukandaki Sekil 2'de varyantlar (a) ve (b)) kullanilarak scFv'ler ile olusturuldu. Bu
reseptdrler, ekspresyon/stabilite icin kiyaslandi ve her iki reseptor icin de esit oldudu
bulundu. Daha sonra, bu reseptorler ile transdiksiyona tabi tutulan T-hdcrelerinin
oldurdlmesi, sitokin serbestlemesi ve proliferasyonu, ya GD2yi eksprese etmeyen veya
eksprese eden hedef hiicreler tarafindan meydan okundugunda test edildi. Her iki
reseptoriin dldiiriimesinin benzer oldugu sonucuna varildi, ancak hiimanize scFv bazl

reseptdr, Ustin IL2 {iretimi ve proliferasyonu ile sonuclandi ($ekil 3).

Ornek 2 - Ekspresyon ve islev lizerinde farkh aralayici formatlarinin etkilerinin

test edilmesi

Fc aralayici, Mentese, Mentese-CD8 sapi ve Cd8 sapi ile anti-GD2 CAR'’ler olusturuldu
(Sekil 2 sirasiyla (b), (d), (e) ve {f}). Bu car'ler, dodru kiyaslamaya imkan saglamak igin
2A sap hastaligi kendi kendine bolinmUs peptidi ile badh bir 1:1 tasanminda olmak
Uzere, markor gen, kesik CD34 ile birlikte eksprese edildi (Sekil 4a). Ayrica, huK666
scFv, transgene karsi CAR ekspresyonunun kiyaslanmasina izin vermek amaciyla bir

aminoterminal HA etiketi ile etiketlendi.

Bu vapilar ile dénistirilen normal dondr T hilcrelerinin akis sitometrik analizi,
asagidaki sirada, daha parlak CAR ekspresyonu gdsterdi: Fc > Mentege-sap = sap >
Mentese (Sekil 4b).

GD2 negatif hedeflerine iliskin GD2 pozitif hedeflerin dldirilmesi, krom serbestleme
tayinleri kullanilarak kiyaslandi. Bu da, asagidaki sirada dldirme etkinligini gdsterdi: Fc

> Mentese-sap = sap > Mentese (Sekil 4¢).

interferon-gama serbestlemesi ve IL-2 serbestlemesi; CAR T-hiicrelerinin, GD2 pozitif
veya negatif hedeflerle karsi karsiya gelmesi durumunda kiyaslandi. interferon-gama
serbestlemesi, Fc, mentese-sap ve sap ile CAR'lerde benzerdi ancak mentese
varyantinda daha disiktil. I1L2 serbestlemesi, asagidaki sirada belirlendi: Fc, sap,

mentese-sap, mentese (Sekiller 4d ve e).

Son olarak CAR T hicrelerinin proliferasyonu; CAR T-hucrelerinin, GD2 pozitif veya
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negatif hedeflerle karsi karsiya gelmesi durumunda kiyaslandi. Proliferasyon,

asagidaki sirada belirlendi: Sap, mentese-sap, Fc, mentese (Sekiller 4d ve e).

Ornek 3 - FcR mutasyonlari, spesifik olmayan aktiviteyi iptal etti

Yukaridaki Omeklerden elde edilen genel veriler, Fc aralayicisinin en iyi genel
performansi gasterdigini 6ne surdu. Ancak in vivo olarak Fc bdlgesi, Fc reseptorlerini
eksprese eden hicrelerden spesifik olmayan aktivasyona yol agabilir. Bu etkiyi ortadan
kaldirmak igin, mutasyonlar $ekil 5(a)yda gosterilen sekilde Fc bolgesine yerlestirildi.
Bu mutasyonlar, Sekil 5(b)de gdsterilen sekilde CAR ekspresyonu Uzerinde zararl

etkilere sahip degildi.

Ayrica bu mutasyonlarin, CAR oldurme fonksiyonu Gzerinde de etkisinin olmadigi
gosterildi (Sekil 5{c)). Son olarak bu mutasyonlarin, FcR’yi eksprese eden hedeflerin
(THP1 olarak adlandinlan bir mongositoid hat) spesifik olmayan sekilde oldirilmesi ve
bu monositler tarafindan IL-1Beta serbestlemesi agisindan istenen etkiye sahip oldudu
gosterildi (Sekil 5e).

Ornek 4 - Ekspresyon kasetinin optimizasyonu

Reseptoriin ekspresyonunu optimize etmek amaciyla, asagidaki belirtilenler test edildi:
(a) kasetin igerisine bir iskelet atasmani bdlgesinin (SAR) dahil edilmesi; (b) 3'LTR
icerisine tavuk beta hemoglobin kromatin insulatériniin (CHS4) dahil edilmesi ve (c)
aclk okuma c¢ercevesinin kodon optimizasyonu {Sekil 6a). Bir SAR'nin  dahil
edilmesinin, CHS4'Un ¢ok az etkisi oldugunda (Sekil 6b), kodon optimizasyonunun
yaptigi gibi ekspresyonun dodasini  gelistirdigi  gdsterildi. SAR ve kodon

optimizasyonunun kombine edilmesi, ekspresyonu ek olarak geligtirdi (Sekil 6¢).

Ornek 5 - Farkli endodomenlerin kiyaslamasi

Ug farkh endodomene sahip yapilar olusturuldu: CD3-zeta endodomeni (CD28tm2Z) ile
CD28 trans-membran domeni; CD28 endodomeni ve CD3-zeta endodomeni (CD282)
ve CD28 transmembran domeni, CD28 endodomeni, OX30 endodomeni ile CD28

transmembran domeni, Fc aralayici formatinda bir CAR ile CD3-zeta endodomen
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(CD280OXZ). Proliferasyon, IFNy serbestlemesi ve IL-2 serbestlemesinin, CD28tmZ <
CD28Z < CD280XZ (Sekil 7) sirasinda arttig belirtildi.

Ornek Sekil 6 - iCasp9 intihar geni ile birlikte ekspresyon

[Casp9 intihar geni, anti-GD2 CAR ile birlikte eksprese edildi ($ekil 8a - CAR,
fonksiyonu gostermek icin iste§e badli olarak secilen Fc-aralayici, CD280XZ
formatindaydi). CAR, iCasp9 ile birlikte ekspresyona kargin iyi eksprese edilebilirdi
(Sekil 8b). iCaspQun kigik molekiler dimerizer ile aktivasyonu, CAR pozitif T-
hicrelerinin  silinmesine yol acti (Sekil 8b). Bu dimerizere maruz kalan iCasp9-
GD2CAR T-hucreleri, dimerizere maruz kaldiklaninda GD2 dzgunluklerini kaybeti (Sekil
8c).

Ornek Sekil 7 - RQRS intihar geni ile birlikte ekspresyon

Anti-GD2 CAR, RQRS8 sinifi intihar geni ile birlikte eksprese edildi. (Sekil 9a - CAR,
fonksiyonu gdstermek igin iste§e bagh olarak secilen Fc-aralayici, CD28Z
formatindaydi). Reseptér ve CAR'nin birlikte eksprese edilmesi mimkinda (Sekil 9b).
RQRS8'in Rituksimab ve komplement ile intihar gen fonksiyonunun aktivasyonu,
dénjostirdlmis T-hicrelerinin silinmesi ve GD2 tanimasinin kayb) ile sonuglandi
(Sekiller 9c ve d).

Ornek 8 - GD2 sentazi ve GM3 sentazinin ekspresyonu, herhangi bir_hiicre

hattinda GD2 ekspresyonu ile sonuclanir

GD2CAR T-hucrelerini, ideal GD2 veya GD2+ hedeflerine sahip olmak ve kiglk
hayvan modelleri igin sinojenik hiicreler Uretebilmek amaciyla kdltlr icinde stimdle
etmek igin, GD2'nin bir hiicre hatti (zerinde transjenik olarak eksprese edilmesi
istenilir. GD2, bir protein degildir ve kompleks bir enzim seti tarafindan sentezlenmesi
gerekir. Burada, yalniz iki enzimin transjenik ekspresyonu gosterilmistir. GM3sentaz ve
GD2sentaz, simdiye dek donustirllen tim hicre hatlarinda parlak GD2 ekspresyonu

ile sonuclanir (Sekil 10).

Ornek 9 - Anti-GD2 CAR’nin in vivo fonksiyonu
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CT26 hicre hatti, yukanda agiklanan sekilde GD2'yi eksprese etmesi i¢in tasarlandi
(tayin edilen CT26 klonu #7 veya kisaca CT25#7). 2x10° dogal sus (wt) veya GD2
pozitif CD26 hicreleri, C57BL/6 fare bdégrune inokule edildi (CT26 ile genetik olarak
O6zdes). Tumor yiklemesinden 10 giin sonra, yalanci-donlsturiimis ve anti-GD2 CAR
doénusturilmis genetik olarak 6zdes splenositler hazirlandi. Fareler, asadidaki 4
kohortta aynidi: anti-GD2 CAR splenositleri alan CT26 timdrlerini eksprese eden
GD2'li fareler, yalanci-donlstirilmiis splenositleri alan CT26 timorlerini eksprese
eden GD2; anti-GD2 CAR splenositler ile GD2 negatif (wt) CT26 timorleri; ve splenosit
almayan CT26 timdrlerini eksprese eden GD2Z. Timdr, 3 boyutta bir dijital kumpas
kullanilarak dél¢uldd ve hacim tahmin edildi. Sekil 11, timérlerin bldyime edrilerini
gostermektedir. Yalniz anti-GD2 CAR T-hucreleri alan farelerde GD2  pozitif

timaorlerinde ¢ok az blyime vardi veya hig yoktu.

Ornek 10 - huK666 ve 14g2a-tabanh antijen baglayici domenleri iceren car'lerin

fonksiyonunun kiyaslanmasi

Bir CAR'nin antijen baglayici domeni, fonksiyonunu etkileyebilir. Bu ¢galigmada, bir CAR
ile huK666'ya dayanan bir antijen baglayici domen ile bulusun CAR'nin fonksiyonu,

14g2a’ya dayanan bir antijen badlayici domene sahip olan denk bir CAR ile kiyasland.

Terapotik bir mAb olarak kullanildigindan ve bir CAR galismasinda bugline kadar test
edilen tek scFv olmasindan 6tirl 14g2a antikoru, GD2’ye karsi altin standard olarak

gorulebilir.

ikinci jenerasyon CAR’ler, huK666 veya 14g2a’ya dayanarak olusturuldu ve eksprese

edildi. Yapilan, Sekil 14a’'da gosterilmigtir.

Retroviriisler, GD2 CAR’leri, gag/pol'yi ve zarf proteini RD114'0 kodlayan plazmidler ile
293T hicrelerinin gegici transfeksiyonu yoluyla Uretildi. 3 glin sonra, (st fazlar toplandi
ve retronektin kaph plakalarda esit retroviriis fitreleriyle PHA/IL2 ile aktive edilen
PBMC'leri donlstirmek igin kullanildi. CAR’ler, antijen baglayici domenleri agisindan
farkllik goésterdi. Her iki durumda da baglanma alanlarn bir IgG Fc segmenti ile
membrana baglandi ve CD28 ve CD3-zeta'dan intraselller aktivasyon motiflerini icerdi.
Transduksiyondan alti giin sonra CAR-ekspresyonu, akig sitometrisi yoluyla dogrulandi
ve PBMC'ler, GD2-pozitif Lan1 hicreleri (bir GD2 pozitif hilicre hatt)) veya GD2-negatif
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A204 hicreleri (bir GD2 negatif rabdomiyosarkoma hlcre hatti) ile 1:1 oraninda
kiltarlendi. Bir gin sonra, bu birlikte kiltirlerden alinan ust fazlar, ELISA yoluyla
interferon-y seviyeleri i¢in test edildi ve 6 gin sonra T hucresi proliferasyonu, akig

sitometrisi ile degerlendirildi.

Sonuglar, Sekiller 14 ve 15'te goésterilmistir. 24 saatte, interferon-gama, (st fazdan
Olglldii. huKe66 CAR T hicrelerinin daha fazla IFN-y Grettigi gdsterildi ($ekil 14b). Bir
hafta sonra T hiicreleri sayilldi ve huK666 CAR’nin daha fazla proliferasyona sahip

oldugu gésterildi (Sekil 14c).

Néroblastom hucre hatti LAN1 ile bir haftalik birlikte koltir sonrasinda, hicreler
toplandi ve akis sitometrisi ile analiz edildi. CD45 ekspresyonu, lenfoid hlcrelerinden
ve LAN-1 hicreleri olarak CD45-hucreleri ile lendoif olmayan hicrelerden ayrim
yapmaya izin verdi. CD3/QBEND/10 ile diger boyama, CAR-T hicrelerinin sayimina
imkan sagladi. huK666 CAR T-hicrelerinin, daha iyi cogaldi§i ve 14g2a’nin
denklerinden daha fazla 6ldigi bulundu (Sekil 15).
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Trp

Pro

115

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

195

Cys

Lau

<210> 24

< 211> 236
< 212> PRT
< 213> Yapay dizi

Lys

Leu

20

Thr

val

Val

Ser

Leu

100

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

180

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

85

Asn

Pro

Gln

val

val

165

Pro

Thr

val

Leu

Pro

Gly

Met

His

Val

740

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

150

Glu

Pro

Val

Ser
230

Asp

Gly

Ile

Glu

55

Hisg

Arg

Lys

Glu

Tyr

135

Leu

Trp

val

Asp

His

215

Pro

Lys

Pra

Ser

40

AsSp

Asn

val

Glu

Lys

120

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

200

Glu

Gly

42

Thr

Ser

25

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

105

Thr

cys

Ser

Asp

185

Ser

Ala

Lys

His

10

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

90

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

170

Sear

ATg

Leu

Lys

Thr

Phe

Pro

val

Thr

75

val

Cys

Ser

Pro

val

155

Gly

Asp

Trp

His

Asp
235

Cys

Leu

Glu

Lys

&0

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

140

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

220

Pro

Pro

Fhe

Val

45

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

125

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

205

His

Lys

Pro

Pro

30

Thr

ABn

Arg

val

Ser

1140

Lys

Asp

Phe

Glu

Phe

190

Gly

Tyr

Cys

15

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

95

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

175

Phe

Asn

Thr

Pro

Llys

val

Tyr

Glu

BO

His

Lys

Gln

Leu

Pro

160

Asn

leu

Val

Gln



43

<220>
< 223> Fc reseptord tamima motiflerinin cikariimasi icin degistirilen 1gG1

Mentesesi aralayicisi - Fc

<400> 24
Ala Glu Pro Lys Ser Pro Asp Lys Thr Has Thr Cys Pro Pro Cys Pro
1 5 19 15

Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ala Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val Vval

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 5% €0

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
65 70 75 1]

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Sar Val leu Thr Val lLeu His Gln
85 940 95

Aap Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lya Cya Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 105 119

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr [le Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
115 120 12%

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
130 135 140

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Fhe Tyr Fro Ser
145 150 155 160

Anp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asa @Gly Glu Pro Glu Awn Asn Tyro
165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
180 185 1990

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
195 200 205

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys
210 215 220

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Lys Asp Pro Lys
225 230 235

<210> 25
<211> 6014



<212> DNA

<213> Yapay dizi

<220>

< 223> Retroviral kaset

<400> 25

tgaaagaccc
Qgaaaaatac
ctgaatatqqg
gaacagatgg
ccggetcagg
agaaccatca
aactaaccaa
daaagagcec
taccegtgta
tgggagggtce
cgtccgggat
gccagcaact
gegtoggtac
gttcggaaca
tggcccogace
aggagggata
aattteerget
ttctgtgttg
agcctgttac
ctcacaacca
ggccaacctt
aggrtaagat
tcgtgacctg

ctaagcctcee

cacctgtagg
ataactgaga
gccaaacagg
aacagctgaa
gccaagaaca
gatgtttcca
tcagttcgct
acaaccecte
tccaataaac
tcetectgagt
cgggagacec
tatctgtgtc
tagttageta
ccecggeegea
tgagtcctaa
tgrggttctg
ttecggttigg
tctctgtctg
cactccectta
gtcggragat
taacgrecgga
caaggrettr

ggaagccttg

gcctoctctt

tttggcaagce
atagaaaagt
atatctgtgg
tatgggccaa
gatggtccce
gggtgecccca
tctcgettcot
actcggggceg
cctettgeag
gattgactac
ctgcccaggg
tgtccgattg
actagcterg
accctgggag
aatcccgatc
gtaggagacg
gaccgaagece
actgtgtttc
agtttgacct
gtcaagaaga
tggcegegag
tcacctggec
gcttttgace

cctccatecceg

44

tagcttaagt
tcagatcaag
taagoagtte
acaggatatc
agatgceggtc
aggacctgaa
gttcgegege
ccagtcctcee
ttgcatccga
ccgtcagcgg
accaccgacc
tctagtgtct
tatctggcgy
acgtcccagg
gtttaggact
agaacctaaa
gcgecgegeg
tgtatttgtc
taggtcactg
gacgttgggt
acggcacctt
cgcatggaca
ccecteccetyg

cccogtotcet

aacgccattt
gtcaggaaca
ctgoceogge
tgtggtaagc
cagecectcag
atgaccectgt
ttatgctece
gattgactga
ctrtgtggtct
gggtctttca
caccaccggyg
atgactgatt
acceogtggtyg

gacttcgggg

ctttggtgca
acagttcccg
tetegtetge
tgaaaatatg
gaaagatgtc
taccttctgc
taaccgagac
cccagaccag

ggtcaagcecc

cccocttgaa

tgcaaggcat
gatggaacag
tcagggcocaa
agttcctgoco
cagtttctag
gcoctratttg
cgagctcaat
gtcgeceggg
cgctgttect
tttgggggct
aggtaagctg
ttatgcgcct
gaactgacga
gcocgtttttg
ccceccttag
cctccgtctg
tgcagcatcg
ggcccgggcet
gagcggatcg
tcrtgcagaat
ctcatcaccce
gtggggtaca
ttrgtacace

cctcctegtt

60

12Q

240

300

360

420

480

540

300

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



cgacccegec
ggccatatga
tgacaagzagt
agcacgaagt
tacctcaccc
tagaacctig
tagacgygycat
gaccatccte
goctggycgee
€ggcgycaqce
agecaageee
aggcagcccea
cctgagaccc
1A & Felsfotet ofs I
gagertggtg
caggccogtg
gaacccaggc
aggoeajudue
gaccetgage
g9tgcygcag
cAaccaactac
ccaggtgttc
rcaagrygage
gagcmctggc
gatgacccag
cagagocagco
ggceccaaag
cagcggeage
cttcgccacc
caagqgtggag
atgcocraceg

acccaaggac

tcgatockec
gqatcttatat
racraataqQc
ctggagacct
ttaccgagtce
ctggaaagga
cgcagottgg
tagactgcca
gaccazgecg
qaqcecLgoeca
E Todok. Ingal Lalalel
gceceocosagac
gaggcstgce
gatatctaca
atrarootgt
gtgagagceg
cccatggaga
ggurayggtgu
atcacctgea
cceoccaggea
AACAJZJCCE
ctgaagatga
gargantaca
ggaggzggct
agcccsagea
agcagogtyga
gtgtggatet
ggcagiggca
tactactqcc
atcaagoggt
tgoocageac

acecetzatga

ctttatccag
QQQQCacCCC
cectLeroten
ctggeggcag
ggcgacacag
ccttacacag
atrcaageoeg
acatgggcac
atgcctgecc
cccaqgggcac
cotgtontta
cteccacece
goccagacge
tctggqgoece
actgaaacca
agggcagagg
ccgacaccct
aguetguagga
cogtQagegq
agggcctgga
tgatgagccey
gcagcctgac
gatggtrtroge
ctggeggagg
gcttgagege
gcagcagycta
rcagcaccag
ccgactacac
agcagtacag
cggatccocge
ctoecegtgge

taogecaggac

45

ccctcactce
cgccooltgt
aagectcacret
cctaccaaga
tgtgggtcceyg
tectgoeigac
CCCicgf_gii
cagccigety
ctacagcaac
cttctccaac
ttecaaroct
agcocccace
cggcggagoc
actggccgge
cogoAACoge
cagcctgctg
gctgctgtgg
gloetggoeoea
cttoagoeorg
gtggctgggce
gectgaccatce
agccgocgac
ctactggggn
cggcetotgge
cagcgtgggce
cotgcactyg
caacctggecco
cctgaceatce
cggctaccco
cgagcccaaa
cggoacgroa

cactgaggte

ttectetagge
adactrccct
araggecrcee
acaactgyac
ccgacaccag
caccocoass
ggctgecgac
tgctggacyg
cccagectgt
grglccaccea
tesetgrgta
atcgccagee
grgcacacca
acctgrggog
Aggogrgtgt
acctgcecggycg
gtgctgctge
ggoectyggbga
groageraca
gtgatciggg
AJQCAAQQACA
accgococgtgt
ragggracece
ggaggceggca
gaccgggtga
taccagcaga
agcggegtgc
agcagectge
atcacctiteog
tctcergaca

grcrttoctot

acargegtyy

gcccecatat
gaccctqgacza
tacrragroc
cgaceqggtag
actaagaaczc
gecctocaaag
ccegggggtyg
cecctgtgoot
gcagcggagyg
acqtgagzzce
odagels L iefs (oo (o]
agcctctgag
gaggcctgga
tgctgecrgct
qoaagtgonc
acgtggagga
tgtgggtg:=c
ageueuagsia
acatcractqg
ctggeggcoag
ACAQCAAJAA
actactgcygc
tggrgacagt
gocgagaasza
ccatgacstg
agagcgygsaa
ccageeggtt
ageccegagga
qccaqqgqsac
aaactcacac

tccoooccaaa

tggtggazgt

180D

18630

1922

19B0

2042

2100

2169

2220

2289

2340

24020

2460

2520

24580

26420

2702

2769

2820

2880

2940

3000

3060

3129

3189

3240

3303

3360



gagccacgaa
tgccaagaca
cacrgroectg
agczctceca
acaggrgtac
ctgzetegte
accggagaac
ctacagcaag
cgtgatgeoat
caagaaggac
tetcetegtyg
gcacagtgac
guretboat e
tgcogatgee
caggcgggag
caaaccacgg
ggcogaggec
cggoctgtat
ggecoctgeca
ataccatcaa
tatgcaatga
agtttctctt
ttcttrttat
cattctatgg
atgcaatcta
ctctacactg
gcecttcteca
gqggttcectt
atcatcattt
tgggtotgtt

catgctttgeo

gaccctgagg
dagccegeggg
caceaggact
gcccccatcg
accoctgoooo
aaaggcttet
aactacaaga
ctcacogtgg
gaggcceetge
cccaagttct
accgtggoect
tacatgaaca
e R
ccagcctate
gagtacgacg
cgcaaaaatc
tattccgaga
cagggattgt
cccagatgac
tattgccaca
tagttctctg
tcatcrgttce
aatctgcata
cctgactttt
attaacaatc
aagtcatgat
tttagactta
ttatcettta
tceccattgta
tctgagetct

tctaaatctt

tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catocooggga
atcccagcga
ccacgectcee
acaagageag
acaatcacta
ggqtccrggt
tcatcatott
tgactccceg
At boguaye
agcagggecca
tgctggataa
cccaggagygg
tcggcatgaa
ccaccgctac
gogtatcgat
gatgtractt
atttctgaga
aaattrotgt
ttacaattct
cttaatggtt
ttttcottgt
ggcatgctte
vaattcactg
catataaata
aaatgccata
actctarttt

gatatttagt

46

ctggtacgtg
caacagcacg
casggagtas
ctccaaagcc
tgagergacsa
catcgeogtg
cgtgctggac
gtggcageag
tacecagaaa
qgtgatggga
ctgggtyego
ccgececggg
vlal gt
gaatcagctg
gcggagaggc
actctataac
gggagagaga
aaaagataca

actgttctca
agaocttttaa
ttgagtttct
ctagttttat
ctttactggg
ttttaatttt
ggttaggact
tatattattt
gaattttttt
tatttccctg
tttttttcat
atcagectea

ggaacattct

gacggcegtgg
taccgogtgg
aagtgeaagg
aaagggcagc
AAgaarcagqg
gagtgggaga
tcocgacgget
gcgaacgtet
tetetgagte
ggcgtgcetqq
tccaayagyga
cccacceogea
vigyygtyanygt.
tacaatgaac
agagaccccg
gagctgcaga
agacgcggaa
tatgatgceee
tcacatcata
tatttctcta
catgtgtaat
tttttactga
gtgttgcaaa
aaaaa*aagt
ttgagzcata
tctaaaagat
gtgtgtatgg
tttttctaaa
aggtcactta
ctgtcTatec

ttcccatttt

aggtgcataa
tcageogtcect
tctecaacaa
cccgagaacc
tcagootgac
gcaatgggca
ccrrertect
totcatgote
tgaqgcecagg
cctgttactc
geaggetoct
agcattacca
Loletagele
tgaacctggg
agatgggcgg
aggacaaaat
agggccacga
tgcacatgca
tcaaggttat
atttagrgta
gattatttag
tttgtaagac
rattrtctgt
cttaatatte
agaaattttt
ttaaagtttt
tatgacatat
aaagaaaaagqg
catatatcaa
ccacacatct

gttctacaag

3420

3480

3540

3600

366D

3120

3190

3840

3500

3960

4020

4080

S140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220



10

aatatttttg
cggattagtc
acaatatcac
tagtctccag
agtaacgeoca
aaggtcagga
ttccoctgeoeee
atctgtggta
gtccagccct
gaaatgacce
cgcttetget
tccgattgac
cgacttgtgg
cgggggtctt
<210> 26

<211>719

ttattgtctt
caatttgtta
cagctgaagc
aaaaagggqgg
ttttgcaagg
acagatrggaa
ggctcagggce
agcagttect
cagcagtttc
tgtgccttat
cccocogagetco
tgagtcgccce
tctocgeotgtt

tcac

< 212> PRT
< 213> Yapay dizi

<220>

tgggctttct
aagacaggat
ctatagagta
gaatgaaaga
catggaaaaa
cagctgaata
caagaacaga
gocaccggetc
tagagaacca
ttgaactaac
aataaaagag
gggtacccgt

ccttgggagg

47

atatacattt
atcagtggtc
cgagccatag
ccccacctgt
tacataactg
tgggccaaac
tggaacagct
agggccaaga
tcagatgttt
caatcagttc
cccacaacac
gtatccaata

gtctoctctg

tgaaatgagg
caggctctag
ataaaataaa
aggtttggca
agaatagaga
aggatatctg
gaatatggge
acagatggtc
ccagggtgec
getteteoget
ctcacteggg
aaccctcttg

agtgattgac

< 223> anti-GD2 CAR, muKM666-HCH2CH3-CD280XZ

<400> 26

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu

1

Gly Ser Thr

Ala Pra Ser

35

Leu Ala Ser

50

Leu Glu Trp

65

Ser Ala Leu

Gly Gla Val Gln Leu

20

Gln Thr Leu Ser Ile

40

Tyr Aan Ile Hia Trp

35

Leu Gly Val Ile Trp

70

Met Ser Arg Leu Ser

BS5

Trp Val Leu
10

Lya Glu Ser
25

Thr Cys Thr

val Arg Gln

Ala Gly Gly

75

Ile Ser Lys

ttgacaagtt
ttttgactca
agattttatt
agctagctta
agttcagatc
tggtaagcag
Ccaaacaggat
ceccagatgeg
ccaaggacct
tcrgttcogeg
gcgeccagtoc
cagttgcatc

tacccgtcag

Leu Leu Trp Val Pro

Gly Pro Val

30

15

Leu Val

Val Ser Gly Phe Ser

45

Pro Pro Gly

60

Ser Thr Asn

Asp Asn Ser

Lys Gly

Tyr Asn
BQ

Lys Ser
95

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

S880

5340

€000

6014



Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Sar

Cys

Gln

Lau

Ser

2295

Tyr

Thr

Asp

Gly

Ile

305

Glu

His

val

Tyr

Gln

130

Gly

Pro

Arg

Ly=

Ala

210

Tyr

Tyc

Lys

Lys

Pro

290

Ser

Asp

Asn

Phe

Cynr

115

Sly

Ala

Ala

Ser

195

Ser

Ser

Cys

Val

Thr

278

Ser

Arg

Pro

Ala

Leu

100

Ala

Thr

Oly

1lm

Ser

180

Gly

Gly

Leu

Gla

Glu

260

His

Val

Thr

Glu

Lys
340

Gln

Lyr

Leu

ws

Mat

165

Ser

Ala

Val

Thr

Gln

245

vel

Thr

Phe

Pro

val

325

Thr

Met

Arg

Val

Ser

Ser

Ser

Pro

Cys

Leu

iys

Sar

Thr
135

Gly

val

Pra

Gly

215

Ser

; Ser

Arg

Fra

Phe

295

Val

Fhe

Pro

Ser

ArpD

120

va.

3ly

Ser

Lys

200

Arg

Ser

Gly

Ser

Pro

280

Pro

Thr

Asn

Arg

48

Leu

10%

AsD

Ser

Oly

Pro

Ser

18%

Val

Phe

val

Tyc

Pro

Cys

Trp

Glu
345

Gln

Tyr

Ala

Swua

Gly

170

Ser

Trp

Ser

Glu

Prv

250

Pro

Pro

Lys

Val

Tyr
330

Glu

Thr

Sar

Ser

Slu

155

Tyr

Ila

Gly

Ala

23%

Jle

Ala

Ala

Pro

val

315

val

Gln

Asp

Trp

Gly

140

Av

Lys=

Leu

Tyr

Sear

220

Glu

The

Glu

Fro

Lys

300

Val

Asp

Tyr

Asp

Fha

125

Gly

Val

Val

His

Car

205

Gly

Aap

Fhe

Ero

Glu

285

Asp

Rsp

Gly

A8n

Thr
110

Ala

Gly

Thr

Trp

130

Thr

Ser

Ala

Gly

Zys

270

Thr

Val

val

Ser
350

Ala

Tyr

Gly

Tl

Mat

175

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

285

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

333

Thr

Met

Trp

Ser

Qla

160

Thr

Gln

A=xn

Thr

Thr

240

Gly

Pro

Gly

His
3z0

val

TYr



Arg

Ly=

Glu

385

Ty

Lau

Trp

Val

Asp

465

Hig

Pro

Val

Trp

Met

545

Ala

Ile

val

(3BT

37¢

Lya

Tha

Thr

Glu

Lau

45¢

Lys

Glu

Gly

Leu

val

£3¢

Thr

Fro

Fro

Gln

val
355

Tyr

Thr

Ser

435

Asp

Ser

Ala

Lys

Ala

515

Aryg

Pro

Pro

Asp

Glu
595

Ser

Ly=

Ile

Pio

Leu

420

Asn

Ser

Arg

Leu

Lyx

s5Ca

Cys

Ser

Arg

Arg

Ala

380

Glu

val

Cyr

Ser

Fiv

40%

val

Gly

Trp

Hisg

485

Asp

Tyr

Lys

Arg

Rep

LY-3]

His

Gln

Lya

lys

3sQ

Sws

lys

Gln

Gly

Glan

470

Asn

Pro

Ser

ATgQ

Pro

5590

Fhe

Lys

Ala

Thr

val

375

Ala

Gly

Pro

Sar

455

Gln

His

Lys

Leu

Ser

535

Gly

Ala

Fro

Asp

val

360

Sar

Lys

Anp

Phe

Glu

440

Phe

Gly

Tyr

Plie

Leu

520

Arg

Pro

Ala

Pro

Ala
600

49

Leu

Asn

Gly

Qlu

Tyr

425

Asn

Phe

Asn

Thr

Trp

5315

val

Leu

Thr

Tyr

Gly

535

His

His

Lys

Gln

Latu

410

Fro

Asn

Leu

Val

Gln

4350

Val

Thr

Leu

Arg

Arg

570

Gly

Ser

Gln

Ala

Pro

395

Thie

Tyr

Tyr

Phe

475

Lys

Leu

val

His

Lys

-1

Ser

Gly

Thr

Asp

Lan

380

Arg

Lya

Asp

Lys

Sar

460

Ser

Ser

Val

Ala

Ser

540

His

Arg

Ser

Leu

Trp

365

Pro

Glu

Ao

lla

Thr

445

Lys

Cys

Leu

Val

Phe

525

Asp

Tyr

Agp

Pha

Ala
605

Leu

Ala

Fro

Gl

Ala

430

Thr

Lau

Ser

Val

510

Ile

Tyt

Gln

Gln

Arg

290

Lys

Asn

Pro

Gln

Yal

41>

Yal

Pro

Thr

Val

Leu

493

Gly

Ile

Mot

Pro

Arg

575

Thr

Ile

Gly

Ila

val

400

Sw:

Pra

Val

Mat

480

Ser

Gly

Phe

Asn

Tyr

5e0

Leu

Pro

Arg



10

50

Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln
610 6§15 620

Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu
625 630 635

val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly
645 €50

Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asan Glu Leu Gln
660 €65 670

Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu
675 6BO 685

Arg Gly Lys Gly Hia Asp Gly Leu Tyr Gln Gly leu Ser Thr

690 €95 100

Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro

705 710 TS

<210> 27

<211>718

<212>PRT

< 213> Yapay dizi

<220>

< 223> anti-GD2 CAR, huKM666-HCH2CH3-CD280XZ

<400> 27

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp

1 5 1Q

Gly Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
20 25 o

Lys Pro Ser Gln Thr Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly
35 40 45

Leu Ala Ser Tyr Asn Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly
50 55 60

Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn
65 70 75

Ser Ala Leu Met Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser
B3 940

Gly

Tyr

Lys

€55

Lys

Arg

Ala

Arg

Val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys
95

Gln

Asp

640

Fro

ABp

Arg

Thr

Pro

val

Ser

Gly

A8n

8a

Asn



Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Lys=

Ala

Tyr

2295

Tyr

Lys

Lys

Ser
305

Asp

Asn

val
Tyr
Gln
136

Gly

Ala

Ser

21¢

Thr

Cys

val

Thr

29

Arg

Fro

Ala

Phe

Cyn

115

Gly

Sly

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Leu

Glu

Glu

His

275

Val

Thr

Glu

iye

Leu

1C0

Ala

Thr

Swes

Leu

Ser

180

Ly=s

Val

Thr

Gln

Ile

2€Q

Thr

Phe

Pro

val

Thr
340

Lys

Lyr

Leu

Sly

Ser

165

Ser

Ala

Tle

Tyr

245

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

325

Lys

Arg

val

Gly

159

Ala

val

Bro

Sar

Ser

239

Ser

Arg

PFro

Fhe

Val

2190

Fhe

Fro

Ser

Sar

Thr

135

Oly

Sar

Ser

Lys

Arg

215

Ser

Gly

Ser

Pro

Pro

295

Thr

Asn

Arg

Ser

Arp

120

Val

Gly

val

Ser

Val

200

Phe

Leu

Tyz

Asp

Cys

280

Pro

Cys

Trp

Glu

51

Leu

11%

Asp

Ser

Sws

Ser
135

Trp

Ser

Gln

Pro

Pro

265

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu
345

Thr

Tyr

Ser

Jlu

Asp

170

Tyr

[la

Gly

reo

Ile

250

Ala

Ala

Pro

Val

val

330

Gln

Ala

Sar

Gly

Ani

15

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

238

Thr

Glu

Fro

Lys

val

31s

Asp

Tyr

Ala

Trp

Gly

140

3ln

Val

His

Sar

Gly

220

Asp

Plie

Pro

Glu

Asp

300

Aep

Gly

Asn

Asp

Pha

125

Gly

Huo L

Thr

Trp

Thr

205

Ser

The

Gly

Lys

Leu

2885

Thr

Val

val

ser

Thr

110

Ala

Gly

Tl

Mat

Tyr

150

Sar

Gly

Ala

Gla

Ser

270

Leu

Leu

Glu

Thr
350

Ala

Tyr

Ser

Tl

Thr

175

Gln

Axn

Thr

Thr

Gly

255

Pro

Gly

Het

Haig

val

335

Tyr

val

Trp

Gly

Sw:

160

Gln

Leau

Asp

Tyr

240

Thr

Asp

Gly

Tle

Glu

320

His

Arg



val

Glu

Thr

Thr

Glu

Glu

Cly

Leu

val

Thr

545

Pro

Pro

Gln

val

Tyr

370

Thr

Cys

Ser

Asp

450

Ser

Ala

Lya

Ala

Arg

530

Pro

Pro

Asp

Glu

Ser

355

Lys

Ile

Pro

Leu

A&n

435

Ses

Arqg

Leu

Lys

Cys

515

Sar

Arg

Arg

Ala

Glu

val

Cys

Ser

val

420

Gly

Asp

T:p

Asp
500

Tyr

Lys

Asp

Hues
580

Leu

Lys

Lys

ser

405

Lys

Gly

ASn
485

?ra

Arg

rro

Phe
565

Lys

Ala

Thr

Vval

Ala

350

ATg

Gly

Pro

Ser

Gln

470

His

Lys

Leu

Sar

Gly

SEQ

Ala

Fro

Asp

val

Ser

375

Lys

ASp

Phe

Glu

Phw

455

Gly

Tyr

Pha

Leu

Arg

535

Fro

Ala

Pro

Ala

Leu

360

Asn

Gly

Glu

Tyr

Aan

440

Phw

Asn

Thr

Tep

val

520

Lau

Thr

Tyr

Gly

His

52

His

Lys

Gln

Fro
425

Asn

val

Gln

Val

505

Thr

Leu

ATqg

Arg

Gly

585

Ser

Gln

Ala

Pro

Thr

410

Ser

Ty

Phe

Lys

450

Lau

val

Hig

Lys

Ser

570

Gly

Thr

Rsp

Leu

Arg

9%

LYsS

Asp

Lys

Seu

Ser

475

Ser

Val

Sar

His

555

Arg

Ser

Lau

Trp

Pro

38C

Glu

AST

Ile

Thr

Lys

46¢

Cys

Leu

Val

Phe

Asp

54¢C

Tyr

Asp

Phe

Ala

Leu

365

Ala

Pro

Gin

Ala

Thr

445

Ser

Ser

Val

Ile

525

Tyr

Gln

Gln

Arg

Lys

Asn

Pro

val

val

430

Pro

Thye

val

Leu

Cly

310

Ile

Pro

Arg

Thr

390

Ila

Gly

Ile

Val

ser

415

Glu

Pro

val

Ser

435

Gly

Phe

Asn

Tyr

Leu

575

Pro

Arg

Lys

Glu

Tyr

400

Leu

Trp

val

Asp

His

480

Pro

Val

Trp

Mat

Ala

560

Pro

Ile

Val



10

Llys

Gln

625

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
705

Phe

610

Lau

Asp

Lys

Ala

Lys

630

Thr

595

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

675

Gly

Tyr

<210> 28

< 211> 717
< 212> PRT
< 213> Yapay dizi
<220>
< 223> anti-GD2 CAR, huKM666-HCH2CH3pvaa-CD280XZ
<400> 28

Met Glu Thr

1

Gly

Lys

Leu

Leu

65

Ser

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Arg

Asn

Arg

Pro

660

Ala

His

ASp

Asp

Gly

20

Gln

Tyr

Leu

Ser

Glu

Arg

648

Gln

Tyr

Asp

Ala

Thr

Gln

Thr

Aan

Gly

Ser
BS

Ala

Leu

630

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu
710

Leu

Val

Leu

Ile

val

70

Arg

Asp

615

Aszn

Arg

Gly

Glu

Law

€95

His

Leu

Gln

Sear

Hisg

55

Ile

Leu

600

Ala

Leu

Asp

Leu

Ile

680

Tyr

Met

Leu

Leu

Ile

40

Trp

Trp

Thr

53

Fro

Gly

Pro

TYyr

665

Gly

Gln

Gln

Trp

Gln

25

Thr

val

Ala

Ile

Ala

Arg

Glu

650

Asn

Met

Gly

Ala

val

140

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser
qQ

Tyr

Arg

635

Mot

Glu

Lys

Lau

Leu
7158

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Gln

€20

Glu

Gly

Leu

Gly

Sar

700

Prao

Leu

Gly

val

Fro

&0

Ser

Asp

605

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

685

Thr

Pro

Leu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

ASn

Gly

Tyr

Lys

Lys

€70

Arg

Ala

Arqg

Trp

Gly

an

Gly

Gly

Asn

Ser

Gln

Asp

Pro

€55

Asp

Arg

Thr

Val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

LYS
95

Asn

Val

640

Arg

Lys

Arg

Lys

Pro

Val

Ser

Gly

Asn

BO

ABn



Gln

Tyr

Gly

Gly

1453

Pro

Arg

Lys

Ala

Tyr
225

Lya

Lys

Ser

Pro

Ala

val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser

210

Thr

Cya

val

Thr

Val

290

Thr

Glu

Lys

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Leu

Glu

His

275

Phe

Pro

Val

Thr

Leu

100

Thr

Ser

Ser

180

Lys

Vval

Thr

Glo

Thr

Glu

Llys

Lys

Lys

Lys

Lau

GLy

3er

165

Ala

Pro

Ile

Tyr

£45

Lys

Cyvs

rhe

val

?he
325

Met

Arg

Val

Ala

val

Pro

Sar

Ser

230

Sar

Arg

Pro

Fro

Thr

310

Asan

Arg

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg

215

Ser

Cly

Ser

Pro

Fro

235

Cys

Tep

Glu

Ser

Asp

120

Val

GLy

val

Ser

wal

200

Phe

Leu

Tyr

Asp

Cys

280

Lys

val

Tyr

Glu

54

Leu

105

Asp

Ser

ser

Gly

Ser

185

Tep

Ser

Gln

Pro

Pro

265

Fro

Pro

val

Val

Gln

Thr

Tyr

Ser

Gluo

ASp

170

Tlw

Gly

Pro

llea

250

Ala

Ala

Lys

val

Asp

330

Tyr

Ala

Ser

Gly

Asn

155

Arg

Leu

Tys

Ser

Glu

235

Thr

Glu

Pro

Asp

Asp

315

Gly

Asn

Ala

Trp

Gly

14¢

Lin

val

Hig

Swy

Gly

22¢

Asp

Pha

Pro

Pro

Thr

30¢

Val

Val

Sar

Asp

Phe

125

Gly

Met

Thr

Trp

The

205

Ser

Phe

Cly

Lys

Val

285

Ser

Glu

Thr

Thr
110

Ala

Thr

Mat

Tyr

190

Sar

Ala

Gln

Ser

270

Ala

Met

His

Val

Tyr

Ala

Tyr

Sar

Giln

Thr

175

Gln

Aan

Thr

Thr

Gly

255

Pro

Gly

[le

Glu

Has

335

Arg

val

Trp

Gly

ser

160

Cys

Gln

Lau

Asp

Tyr

240

Thr

Asp

Pro

Ala

Asp

320

Asn

Val



Val

Tyr

Thr

385

Lau

Cys

Ser

Asp

Ser

465

Ala

Lys

Ala

Arg

Pro

545

Pro

Asp

Lys

370

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

450

ATg

Leu

Lys

Cys

Ser

53N

Arg

Arg

Ala

Val

355

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

433

Asp

Trp

His

Asp

Tyr

515

Lys

Arg

His

340

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

420

Gln

Gly

Gln

Asn

Pra

500

Ser

Arg

Pro

Fhe

Lys
580

The

Val

Ala

Arg

405

Gly

Fro

Sar

Gln

Hig

485

Lys

Lau

Ser

Gly

Ala

565

Fro

Val

Ser

Lys

39C

Asp

Phe

Glu

Pha

Gly

47¢

Tyr

Phe

Lau

Arg

Pro

55¢

Ala

Pro

Leu

Asn

75

Gly

Glu

Tyr

A8Sn

Pha

435

Aan

Thr

Trp

Val

Leu

LT

Thr

Tyr

Gly

Hia

360

Lys

Gln

l=au

Pro

Asan

440

Lau

val

Gln

Val

Thr

520

Leu

Arg

Arg

Gly

55

345

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

425

Tyr

Phe

Lys

Leu

505

Val

Hia

Lys

Ser

Gly
585

Asp

Lau

Arg

Lys

410

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

490

Val

Ala

Ser

His

Arg

570

ser

Trp

Pro

Slu

335

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

475

Leu

Val

Phe

Asp

Tyr

555

Asp

Phe

Leu

Ala

380

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

460

Sar

Ser

val

Ila

Tyr

san

Gln

Gln

Arg

Ann

365

Pro

Gln

Val

Val

Pro

445

Thr

val

Gly

Ila

525

Mot

Pro

Arg

Thr

350

Gly

Ile

val

Ser

Glu

430

Pro

Val

Mat

Ser

Gly

510

Phe

A8n

Tyr

Leu

Pro
590

Lya

Glu

Tyr

Leu

415

Trp

val

Asp

His

Pro

455

vVal

Trp

Met

Ala

Pro

575

Ile

Glu

Lys

Thr

400

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

480

Gly

Leu

Val

Thr

Pra

560

Pro

Gln



10

Glu

Phe

Leu

625

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
705

Glu

Ser

610

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

690

Tyr

Gln

595

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

€75

His

Asp

<210> 29

< 211= 527
< 212> PRT
< 213> Yapay dizi
<220>

< 223> anti-GD2 CAR, huKM666-HSTK-CD280XZ

<400> 29

Met Glu Thr

1

Gly

Lys

Lau

Leu

63

Ser

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Ala

Ser

Glu

Arg

Gln

660

Tyr

Ala

Asp

Gly

20

Gln

Tyr

Leu

Met

Asp

Ala

Leu

Gly

645

Glu

Sar

Gly

Lau

Thr

Gln

Thr

Asn

Gly

Ser

Ala

Asp

Asn

630

Arg

Gly

Glu

Lau

His
710

Leu

val

Leu

Ile

val

10

Arg

His

Ala

615

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

695

Mat

Leu

Gln

Ser

Hisg

5%

Ile

Leu

Ser

600

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

680

Gln

Gln

Leu

Leu

Ile
40

Tep

Trp

Thr

56

Thr

Ala

Arg

Glu

Asn

665

Mst

Gly

Ala

Trp

Gln

25

Thr

val

Ala

Ile

Leu

Tyr

Arg

Mot

650

Glu

Lys

Leu

val

10

Glu

Cys

ATqg

Gly

Ser

Ala

Gln

Glu

635

Gly

Leu

Gly

Ser

Fro
718

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

73

Lys

Lys

Gln

620

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

700

Prao

Leu

Gly

val

Pro

60

Ser

Asp

Ile

605

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

685

Ala

Arg

Leu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

Asn

Arg

Gln

Asp

Pro

Asp

670

Arg

Thr

Trp

Gly

30

Gly

Gly

Aan

Ser

val

Aan

val

Arg

€55

Lys

Arg

Lys

val

15

Phe

Lys

Tyr

Lys

Lysa

Gln

Leu

640

Arg

Met

Gly

Asp

Pro

Val

Ser

Gly

Aan

B0

Asn



Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Lysa

Ala

2%

Tyr

Lys

Pro

Pro

Lau

305

val

Val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser

210

Thr

Cys

val

Pro

Glu

290

Asp

Leu

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Gln

Glu

Thr

278

Ala

Phe

Ala

Leu

100

Ala

Thr

Ser

Leu

Ser

180

Lys

vVal

Thr

Gln

lle

260

Pro

Cys

Ala

Cys

85

Lya

Lys

Leu

Sar

165

Ser

Ala

Fro

Ile

Tyr

245

Lys

Ala

Arg

Cys

Tyr
28

Mot

Arg

val

Gly

150

Ala

val

Pro

Ser

Ser

230

Sar

Arg

Pro

Pro

Asp

310

Ser

Sar

Thr

L35

Gly

Ser

Ser

Lys

Argy

215

Ser

Gly

Ser

Thr

Ala

235

Ila

Leu

Asp

120

val

Gly

Val

Ser

Val

200

Fhe

Leu

Tyr

Asp

Ile

ZRN

Ala

Fha

Leu

57

Leu

105

Asp

Ser

Sar

Gly

ser

185

Trp

Ser

Gln

Pra

Pro

265

Ala

Gly

Trp

val

50

Thit

Tyr

Ser

Glu

Asp

170

Tyr

lla

Gly

Fro

Ile

250

Thr

Ser

Gly

Val

Thr
33D

Ala

Ser

Gly

Asn

155

Arg

Leu

Tyr

Sar

Thr

Thr

Gln

Ala

Lau

315

val

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Val

His

Ser

Gly

220

Asp

Phe

Thr

Pro

Val

300

Val

Ala

Asp

Pha
125

Gly

Thr

Trp

Thr

205

Ser

Phe

Gly

Pro

Leu

?R%

His

val

Phe

Thr
110

Ala

Gly

Thr

Mut

Tyr

1%0

Sar

Gly

Rla

Gln

Ala

70

Ser

Thr

val

Ile

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thr

175

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

255

Pro

Leu

Arg

Gly

Ile
335

Val

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Gln

Lau

Asp

Tyr

240

Thr

Arg

Arg

Gly

Gly

320

Phe



10

Trp

Mat

Ala

Pro

385

Ile

Val

Asn

Val

Arg

4965

Lys

Arg

Lys

val

Thr

Pra

370

Pro

Gln

Lys

Gln

Lau

450

Arg

Mat

Gly

Asp

Arg

Pro

355

Pro

Asp

Glu

Phe

Leu

435

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
515

<210> 30

< 211> 527
< 212> PRT
< 213> Yapay dizi
<220>

< 223> anti-GD2 CAR, huKM666-STK-CD28X0OXZ

<400> 30

Mat Glu Thr Agp Thr Leu Léu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1

Ser

340

Arg

Arg

Ala

Glu

Ser

420

Tyr

Lys

Asn

Glu

Gly

500

Tyr

Lys

Arg

Asap

His

Gln

408

Arg

Asn

Arg

Pro

Ala

485

His

Asp

5

Arg

Pro

Phe

Lys

390

Ala

Ser

Glu

Arg

Gln

470

Tyr

ASp

Ala

Ser

Gly

Ala

375

Pro

Asp

Ala

Lau

Gly

455

Glu

Ser

Gly

Leu

hrg

Pro

360

Ala

Pro

Ala

Asp

Asn

440

Arg

Gly

Glu

Leu

His

520

58

Leu

45

Thr

Tyr

Gly

His

Ala

425

Lau

Asp

Leau

Ile

Tyr

505

Met

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

410

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

490

Gln

Gln

14

His

Lys

Ser

Gly

395

Thr

Ala

Arg

Glu

Asn

478

Mot

Gly

Ala

Ser

Hig

Arg

380

Ser

Leu

Tyr

Met

460

Glu

Lys

Leu

Lau

Asp

Tyr

365

Asp

Phe

Ala

Gln

Glu

445

Gly

Lau

Gly

Ser

Pro

525

Tyr

350

Gln

Gln

Arg

Lys

Gln

430

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

510

Pro

Met

Pro

Arg

Thre

Ile

415

Gly

Tyzr

Lys

Lys

Arg

495%

Ala

Arg

15

Asn

Tyr

Leu

Pro

400

hrg

Gln

Asp

Pro

Asp

480

Arg

Thr

Gly Ser Thr Gly Gla Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val



Lys

Lau

Leu

63

Ser

Gln

Tyr

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Lys

Ala

Tyr

225

Tyr

Lys

Pro

Ala
50

Glu

Ala

Val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser

21N

Thr

Cys

val

Ser

35

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Leu

Gln

Glu

20

Gln

Tyr

Leu

Mat

Leu

100

Ala

Thr

Ser

Leu

Ser

180

Lys

val

Thr

Gln

Ile
260

The

Asn

Gly

Sar

45

Lys

Lys

Lau

Gly

Ser

1€5

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

245

Lys

Leu

Ile

val

70

Arg

Mat

Arg

Val

Cly

150

Ala

Val

Ero

Ser

Ser

230

Sar

Arg

His

55

Ile

Lau

Ser

Ser

Thr

L35

Gly

Ser

Sar

Lys

Arg

215

Ser

Gly

Ser

Ile
40

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

Val

Gly

val

Ser

val

200

Phe

Leu

Tyr

Asp

59

25

Thr

Val

Ala

Ile

Lau

105

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser
185

Trp

Ser

Gln

Fro

Pro
265

Cys

Arg

Gly

Car

Thr

Tyr

Glu

Asp

170

Tyr

Ile

Gly

Fro

1la
250

Thr

Thr

Gln

Gly

75

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

15%

Arg

Leau

Tyr

Ser

Glu

235

Thr

Thr

Val

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

14¢

Gln

val

His

Ser

Gly

220

Asp

Phe

Thr

Ser

45

Pro

Thr

Aan

Asp

Phe

1253

Gly

Mat

Thr

Tep

Thr

205

Ser

Phe

Gly

Pro

75
<

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

190

Ser

Gly

Ala

Gln

Ala
270

Phe

Lys

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Sar

Gln

Thr

178

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

255

Pro

Ser

Gly

Asn

HU

Aan

Val

Trp

Gly

Ser
160

Cys

Gln

Leu

AsSp

Tyr

240

Thr

Arg



Pro

Pro

Leu

305

Yal

Trp

Ala

Pro

385

Ile

Val

Asn

Val

Ar

455

Lye

Lys

Fro

(3BT

29¢

Asp

Leu

val

Thr

Ero

¢

Fro

Gln

Lysx

Gln

Leu

450

Arg

Met

Gly

Asp

Thr

275

Ala

Phe

Ala

Arg

Pro

355

Prs

Asp

Glu

Plie

eu

435

Asp

_ys

Ala

Lys

Thr
515

<210> 31
< 211> 501

< 212> PRT

Pro

Cys

Ala

ly>

Ser

340

Arg

Arg

Ala

Glu

Ser

420

Tyr

Lys

Asan

Glu

Gly

5¢0

Tyr

Ala

Cye

Tys

325

Lys

Arq

Asp

His

Gln

405

A:zy

Asn

Ala
485

His

ASp

< 213> Yapay dizi

Pro

Fro

Asp

31qQ

Sws

Aryg

Pro

Bhe

Llys

330

Ala

Ser

Glu

ArTg

Gln

470

TIyr

Asp

Ala

Thr

Ala

295

Ile

Sar

Gly

Ala

375

Pro

Aso

Leu

Gly

455

Glu

Ser

Gly

Leu

Ile
280

Ala

Phe

Arg

Pro

360

Ala

Pro

Ala

Asp

ABN

440

Arg

Gly

Glu

Lau

His
520

60

Ala

Trp

Val

Lau

3335

Thr

Tyr

Gly

Hig

Ala

425

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

535

Met

Ser

Gly

Va.o

Tha

330

Leu

Arg

Gly

Ser

410

Pzu

Gly

Pro

Tyr

Gly

490

Gln

Gln

Gln

Ala

Leau

als

Yal

His

Lys

Sar

Gly

395

Thr

Ala

Arg

Glu

Aan

7E

Met

Gly

Ala

Pro

val

300

Val

Ala

Ser

His

Arg

380

Ser

Lau

Tyz

Met

460

Glu

Lys

Lau

Leu

Leu

285

Hix

val

rFlio

Asp

Tyr

365

Asp

Phe

Ala

Gln

Glu

445

Gly

Leu

Gly

Sar

Pro
525

Thr

val

1le

Gln

Arg

Lys

Gla

430

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

210

Fro

Aryg

Gly

[lw

33y

Hat

Pro

Ary

Thr

Tle

413

Gly

Tyr

Lys

Lys

Arg

435
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Arg

Arg

Gly

Gly

320

Lo

Asn

Tyr

Leau

Pro

400

Arg

Gln
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Rap
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<220>
< 223> anti-GD2 CAR, huKM666-HNG-CD280XZ

<400> 31
Met Glu Thr

1

Gly

Lys

Leu

Leu

65

Ser

Gln

TyT

Gly

Gly

145

Pro

Arg

Lys

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Thr

Ser

35

Ser

Trp

Leu

fPhe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly
195

Asp

Gly

20

Gln

Tyr

Leu

Met

Leu

100

Ala

Thr

Ser

Ser
180

Lys

Thr

Gln

Thr

Aan

Gly

Ser

85

Lys

Lys

Leu

Gly

Ser

165

Ser

Ala

Leu

val

Ile

val

70

Arg

Arg

val

Gly

150

Ala

Val

Pro

Leu

Gln

Ser

Hia

5%

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Ser

Sar

Lys

Leu

Leu

Ile

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

val

Gly

val

Ser

val
200

61

Trp

Gln

25

Thr

Val

Ala

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser
185

TTp

Val

10

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

90

Thr

Tyr

Ser

Glu As

Asp
170

Tyr

Ile

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

15

Lys

Ala

Ser

Gly

Lau

Tyt

Leu

Gly

val

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

val

His

Ser

Leu

Pro

Ser

Fro

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Thr

Trp

Thr
205

Trp

Gly

ap

Gly

Gly

ABn

Ser

Thr

114

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

1940

Ser

val

15

Leu

Phe

Lya

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thr

175

Gln

ASND

Pro

val

Ser

Gly

A8n

80

Aan

val

Tre

Gly

Ser

160

Cys

Gln



Ala

Tyr

225

Tyr

Lyo

Lys

Leu

Val

305

His

Lys

Sec

Gly

Thr

38%

Ala

Arg

Glu

Asn

Ser

21¢

Thr

Cye

Val

Thr

val

29%%

ARla

His

Ser

e

Leu

Tyr

Arg

Mat

Glu
45¢

Gly

Lan

Gln

Slu

His

275

val

Phe

Asp

Tyr

Asp

355

Phe

Ala

Gln

Glu

Gly

435

~2U

val

Thr

Gln

Ilw

2¢€0

Thr

Vval

Ila

Tyr

Gln

340

Gln

Arg

Lys

Gln

Glu

420

Gly

Gln

Ila

Tyr

245

Lyw

Gly

Ile

Mat

325

Pro

A:zy

Thr

[le

Gly

405

Tyr

Lys

Lys

Ser

Sar

230

Ser

Fro

Gly

Bhe

310

Asn

Tyr

Pro

ArTg

390

Gln

Agp

Fro

Asp

Arg

215

Sar

Gly

For

bPro

val

295

Tra

Ala

Pru

Ile

375

Val

Asn

Vval

Arg

Lys
455

Phe

Lan

Tyr

Aoy

Cys

280

Leu

Val

Thr

Pro

Pro

360

Gln

Lys

Gln

Leu

Arg

440

Met

62

Ser

Gln

Pro

Fiv

265

Pro

Ala

Arg

Pro

Pro

343

Asp

Glu

Phe

Leu

Asp

425

Lys

Ala

Gly

Pro

Ile

250

Ala

Lys

Cys

Ser

Arg

330

Arg

Ala

Glu

Ser

Tyr

410

Lye

Asn

Glu

Ser

Gl

23%

Thr

Glu

Asp

Tyr

Ly=

315

Arg

Asp

Hais

Gln

ATy

398

Aan

Arg

Fro

Ala

Gly

220

Axp

Phe

Fiu

Pra

Ser

300

Arg

Pro

rhe

Lys

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr
460

Ser

Pha

Gly

Lya

Lys

285

Leu

Sar

Gly

Ala

Pzo

365

Asp

Ala

Leu

Gly

Glu

445

ser

Gly

Ala

Gln

FPhe

Leu

Fro

Ala

50

Fro

Ala

Asp

Aan

Arg

430

Gly

Glu

Thr

Thr

Gly

255

Faiv

trp

Val

Lau

Thr

135

Tyr

Gly

Has

Ala

Leu

415

Asp

Leu

Ile

ASp

Tyr

240

Thr

Aop

Val

Thr

Leau

320

Arg

Arg

Gly

Ser

Pro

400

Gly

Pro

Tyr

Gly



10

63

Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln

465

470

475

480

Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln

48%

Ala Lau Pro Pro Arg

<210> 32

< 211> 642
< 212> PRT
< 213> Yapay dizi
<220>

< 223> anti-GD2 CAR, huKM666-HCH2CH3pvaa-CD28tmZ

<400> 32

Met Glu Thr

1

Gly

Lys

Leu

65

Ser

Gln

Tyr

Gly

Gly
145

Ser

Prao

Ala

50

Glu

Ala

Val

Tyr

Gln

130

Gly

Thr

ser

a5

Sar

Trp

Leu

Phe

Cys

118

Gly

Gly

500

Asp

Gly

20

Gln

Tyxr

Leu

Leu

Luu

Ala

Thr

Ser

Thr

Gln

Thr

Aan

Gly

Ser

B3

Lysa

Lys

Leu

Gly

Leu

Yval

Leu

I'la

val

70

Arg

Met

Arg

val

Gly
1350

Leu

Gln

Ser

Hyim

55

Ile

Leu

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Leu

Leu

Ile

40

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

val

Gly

Trp

Gln

25

Thr

Yal

Ala

Leu

Lus
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Ser

Ser

4930

val
10

Glu

Cys

Gly

Ser

94a

Thr

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly
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Lys

Ala

Ser

Gly

Asn
155

Leu

Gly

val

Pro

Ser

ASp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Leu

Pro

Ser

45

Pra

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Trp

Gly

30

Gly

Lly

Asn

Ser

Thr

114

Ala

Gly

Thr

495

val

15

Leu

Phe

lvs

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Ser

Gln

Pro

val

Ser

Gly

ABn

eaq

Asan

Val

Trp

Gly

Ser
160



Pro

Arg

Lys

Alae

Tyr

225

Tyr

Lysx

Lys

Ser

Ay

305

Ala

val

Tyr

Thr

385

Leu

ser

Ala

Ser

Ses

210

Thr

Cys

Val

Thr

val

239

The

Glu

Lys

Ser

Lya

370

lle

Fro

Ser

Sar

Gly

193

Sly

Leu

Gln

Glu

His

275

Fhe

Pro

Val

Thr

Val

355

Cye

Ser

Pro

Sar

180

Lyse

Yal

Thr

Gln

Ile

260

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

340

Leu

Lys

Lys

Ser

Ser

165

Sar

Ala

| PRV

Tyr

245

Lys

Cys

rhe

Val

Phe

325

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
405

Val

Pro

Swe

Ser

236

Ser

Arg

Pro

rro

The

Ran

ATg

val

Ser

Llvs
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Asp

Ser

Sar

Lys

Ay

215

Ser

Gly

Sar

Pro

rre

29%

Cys

Trp

Glu

Leu

Aan

375

Gly

Glu

va.

Sar

Val

200

rliw

Lau

Tyr

Aap

Cys

280

Lys

Val

Tyr

Glu

His

260

Lys

Gln

Leu

64

Gly

Sar

18%

Trp

S

Pro

Pro

265

Pro

Pro

Val

val

Gln

345

Gln

Ala

Pro

Thr

Asp

170

Tyr

Ile

Sly
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[le

250

Ala

Ala

Lys

Val

Asp

33aq

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys
410

Arg

lL.au

Tyr

Swc

Glu

215

Thr

Glu

Pro

Asp

315

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

395

AsSD

val

His

Ser

Phe

Pro

Fro

Thr

300

Val

Val

Ser

Leu

Ala

380

Pro

Gln

Thr

Trp

Thr

205

Swu

tha

Gly

Lys

Val

285

Leu

Glu

Thr

Aen

€5

Ero

Gln

val

Met

Tyr

190

Ser

Sly

Ala

Gln

Ser

270

Ala

; His

Val

Tyr

350

Gly

Ile

val

Ser

Thr

175

Gln

Aan

Tl

Thr

Gly

255

Pro

Gly

Ile

Glu

His

335

ATg

Lys

Glu

Tyr

Leu
415

Cys

Gln

Leu

Aop

Tyr

240

Thr

Pro

Ala

Axp
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Asn

Val

Glu

Lye

Thr

400

Thr



Cys

Ser

Asp

Ser

465

Ala

Lys=

Ala

Arg

Gln

545

Glu

Gly

Gln

Glu

Thr

625

Pro

Leu

Asn

Ser

450

Arg

Leu

Lys

Cys

Ser

530

Gly

Tyr

Lysa

Lys

Arg

610

Ala

Arqg
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Gly

435

Asp

Trp

His

Asp

Tyr

515

Arg

Gln

Asp

Pro

ASp

595

Arg

Thr

<210> 33

< 211> 681
< 212> PRT
< 213> Yapay dizi
<220>
< 223> anti-GD2 CAR, huMK666-HCH2CH3pvaa-CD28Z

Lys
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Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

500

Ser

val

ABn

val

Arg

580

Lys

Arg

Lys

Gly

Pro

Ser

Gln

Hia

483

Lys

Leu

Lys

Gln

Leu

565

Arg

Gly

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

470

Tyr

Phe

Leu

Phe

Leu

550

Asp

Lys

Ala

Lys

Thr
630

Tyr

AAn

Phe

455

Asn

Thr

Trp

Val

Ser

535

TYyr

Lys

Asn

Glu

Gly

615

Tyr

Pro

Asn

440

Leu

val

Gln

val

Thr

520

Arg

ABN

Arg

Pro

Ala

&D0

His

Asp

65

Ser

425

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu

505

val

Ser

Glu

Arg

Gln

585

TYyr

Asp

Ala

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

490

val

Ala

Ala

Gly

570

Glu

Ser

Gly

Leu

Ile

Thr

Lye

Cys

475

Leu

val

Phe

Asp

A8Sn

555

ATg

Gly

Glu

Leau

His
€35

Ala

Thr

Leu

160

Ser

Ser

val

Ile

Ala

540

Leu

Asp

Leu

Ile

Tyr

620

Met

val

Pra

445

Thr

val

Leu

Gly

Ile

525

Pro

Gly

Pro

Tyr

Gly

605

Gln

Gln

Glu

430

Pro

Val

Met

Ser

Gly

510

Phe

Ala

Arg

Glu

Asn

5940

Met

Gly

Ala

Trp

Val

Asp

His

Pro

493

val

Trp

Tyr

Arg

Met

575

Glu

Lys

Leu

Leu

Glu

Leu

Lys

Glu

480

Gly

Leu

Val

Gln

Glu

560

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro
640



<400> 33

Met Glu Thr

1

Gly

Lys

Leu

Leu

635

Sar

Gln

TYyT

Gly

Gly

145

Pru

Arg

Lys

Ala

Ser

Pro

Ala

50

Glu

Ala

val

Tyr

Gln

130

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser
210

Thr

Ser

15

Ser

Trp

Leu

Phe

Cys

115

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

195

Gly

Asp

Gly

20

Gln

Tyr

Leu

Leu

100

Ala

Thr

Ser

Leu

Ser

180

Lys

Val

Thr

Gln

Thr

Asn

Gly

Sar

85

Lys

Lys

Gly

Ser

165

Ser

Ala

Pro

Leu

val

Leu

Ila

val

70

Arg

Met

Arg

val

Gly

150

Ala

val

Pro

Ser

Leu

Gln

Ser

Hisg

55

Ile

Lesu

Ser

Ser

Thr

135

Gly

Ser

Ser

Lys

Argqg
215

Leu

Leu

Ile

Trp

Trp

Thr

Ser

Asp

120

val

Gly

Val

Ser

val

200

Phe

66

Trp

Gln

25

Thr

val

Ala

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser

183

Trp

Ser

val

10

Glu

Cys

Arg

Gly

Sar

90

Thr

Tyr

Ser

Glu

Anp

17¢

Tyr

Ile

Gly

Leu

Ser

Thr

Gln

Gly

EE]

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

155

Aryg

Leu

Tyr

Ser

Leu

Gly

val

Pro

60

Ser

Asp

Ala

Trp

Gly

140

Gln

Val

His

Ser

Gly
220

Leu

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Gly

Met

Thr

Trp

Thr

205

Ser

Trp

Gly

30

Gly

Gly

Aan

Ser

Thr

119

Ala

Gly

Thr

Met

Tyr

190

Ser

Gly

val

15

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

55

Ala

Tyr

Ser

Gln

Thro

175

Gln

ABn

Thr

Pro

val

Ser

Gly

Aan

B0

Asn

val

Trp

Gly

Ser

160

Cys

Gln

Leu

Asp



Tyr

225

Tyr

Lys

Lys

Sar

Arg

305

Ala

val

Tyr

Thr

385

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser
465

Thr

Cy=

val

Tha

val

2990

Thr

Glu

Lys

Ser

Ly=

370

Ile

Pro

Leu

Agen

Sar

450

Arg

Leu

Gln

Glu

His

215

Phe

Pro

ValZ

Thr

Vval

353

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

435

Asp

Trp

Thr

Gln

Ile

260

Tl

Lmu

Glu

Ly=

Lys

340

Leu

Ly=

Lys

Ser

Lys

444

Gln

Gly

Gln

Ile

Tyr

245

Lye

Cys

Fhe

val

Phe

325

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

405

Gly

Pro

Ser

Gln

Ser

23C

Sar

Arg

F.iu

Pro

Thr

Aan

Arg

val

Ser

lya

ase

Asp

Phe

Fhe

Ser

Gly

Ser

Fiu

Pra

295

Cys

Trr

Glu

Leu

Asn

37%

Gly

Glu

Tyr

Aan

Fhe

455

ASD

Tyr

Aep

Cya

280

Lys

Val

Tyr

Glu

His

3ed

Lys

Gln

Leu

Pro

Agn

440

Leu

Va.l

67

Gln

Pro

Pro

265

t J X

Pro

val

Val

Gln

345

Gln

Pro

Thr

Ser

425

Tyr

Tyr

Phe

Pro

[a

250

Ala

Ala

Lys

val

Aap

330

Tyr

Asp

leu

Arg

Lys

410

Asp

Lys

Ser

Ser

Glu

235

Thr

Glu

Fiu

Asp

315

Gly

Asn

Trp

Pru

Glu

395

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
475

Asp

FPhea

Pro

Fiu

Thr

300

val

Val

Sear

Leau

Ala

380

Pro

Gln

Ala

Thr

Lau

460

Ser

Fhe

Gly

Lys

Val

4895

Lau

Ser

Glu

Thr

Asan

263

Fro

Gln

val

Val

Ero

445

Thr

val

Ala

Gln

Ser

270

Als

Met

His

Val

Tyr

350

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

430

Pro

val

Thr

Gly

285

Pro

Tly

Glu

His

335

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

41s

Trp

val

Asp

His

Tyr

240

Thr

Asp

I XV

Ala

ABp

320

A=xn

Val

Glu

Lys

Thr

400

Thr

Glu

Leu

Lya

Glu
480



68

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
485 490 495

Lys Lys Asp Pro Lys Phe Trp Val Leu Val val val Gly Gly Vval Leu
500 505 510

Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile FPhe Trp Val
515 520 525

Arg Ser Lys Arg S5er Arg Leu Leu Hia Ser Aap Tyr Met Aan Met Thr
530 535 540

Fro Arg Arg Pro Gly Fro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Fro
545 550 55% 560

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser
$65 570 57%

Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu
580 5B5 550

Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg
595 600 605

Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln
610 615 620

Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr
625 630 635 640

Ser Glu Ile Gly Mat Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp
645 650 655

Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala
B60 6E5 €70

Lau His Met Gln Ala Lau Pro Pro Arg
€75 680

<210> 34

< 211> 1103

< 212> PRT

< 213> Yapay dizi

<220>

< 223> iCasp9 intihar geni ile birlikte eksprese edilen anti-GD2 CAR



<400> 34
Met Leu Glu

1

Thr

Leu

Fliw

Gly
65

lee]
A
o}

His

Gly

Gly

145

Leu

Arg

Ala

Gly

Ala

225

Pro

Fha

Glu

Ly»>

0

val

Asp

Rla

Gly

Arqg

13¢

Has

Arg

Fhe

Lys

Ala

21¢

val

Prn

Asp

Fliw

Ala

Tyr

Thr

Ser

115

Gly

Cyy

Thr

Ser

Zysa

10&

w2

His

Ser

Gly

Ly=

20

Gly

Hwi

Ala

Len

1C0

Gly

Asn

Leu

Arg

Ser

180

Met

Asp

Leu

Vval

Lye

Met

Tyr

85

Val

Val

Ala

Ile

Thr

165

Lau

Val

Cye

Gln

Glu
245

Gln

Gly

Lys

Ser

10

Gly

Phe

Asp

Asp

Ile

150

Gly

His

Leu

Cyas

Fhe
230

lys

val

Gln

val

Ly=

55

val

Ala

Asn

Gly

Leu

13%

Asu

Ser

Phe

Ala

Val

Pro

Ile

Glu

Thr

Asp
40

Thr

Val

Pha

120

Ala

Asn

ABN

Mat

Val

Gly

val

69

Tar

Cy=x

25

Ser

Tlu

Gln

Gly

Glu

135

Gly

Tyr

Val

Ile

val

135

Leu

Val

Ala

Asn

Ile

10

Vval

Ser

Yal

Arg

Hisa

20

Leu

Asp

Ile

Asnu

Asp

170

Glu

Clu

Ile

val

Tle
250

Ser

val

Arg

Ile

Ala

15

Pro

Lau

Val

Leu

Pl

155

Cya

Val

Leu

Leau

Tyr

235

Phe

Pro

Hin

Asp

Ay

60

Lys

Gly

Lys=

Gly

Ser

140

Cyu

Glu

Lys

Ala

Ser

220

Gly

Asn

Gly

Tyr

Arg

45

Leu

Ile

Lau

Ala

125

Mat

Ary

Lys

Gly

Gln

205

Hie

Thr

Gly

Rsp

Aan

Thr

Ile

Glu

110

Lau

GClu

Glu

Leu

Asp

150

Gln

Gly

Asp

Thr

Gly

Gly

Lya

lle

Pro

95

Sar

Glu

Pro

Ser

Arg

175

Leu

Asp

Cys

Gly

Ser
255

Arg

Mat

Pra

Clu

Sar

8a

Pro

Gly

Sear

Cys

Gly

160

Arg

Thr

His

Gln

Cys

240

cys



Pro

Gly

Asp

Glu

305

Thr

Ser

Asp

Lai

Pro

385

Ala

Glu

Lan

Ser

Thr

465

Gln

Gly

Ser

Glu

Glu

290

Gly

Fro

Trp

Ilw

Arg

370

Gly

Ear

Glu

Leu

Gly

450

val

Pro

Ser

Gln

275

Sar

Lei

Ser

Arg

Phe

355

val

Cys

Arg

Asn

Lat

435

Pro

Ser

Pro

Thr

Gly

260

Llys

Pro

ATG

Asp

Asp

340

Glu

Ala

Phe

Pro
420

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

Gly

Asp

Gly

Thr

Ile

325

Pro

ala

Asn

Asn

Gla

405

Gly

val

Leu

Phe

Lys

4E5

Tyr

Lys

Hia

Sar

Fhe

310

Fhe

Lya

Tep

Ala

Phe

390

Cly

Pro

Fro

Val

Ser

470

Cly

Asn

Pro

Gly

Asn

295

ASD

val

Ser

Ala

val

375

Len

Ary

Met

Gly

Lvs

455

Leu

Leu

Ser

Lys

Fhe

280

Fro

oln

Ser

Gly

Eis

260

Arg

Cly

Glu

Sar

440

Fro

Ala

Glu

Ala

70

Leu
265

Glu

Glu

Tyr

Ser

345

Teer

val

Lys

Sar

Thr

425

Thr

Ser

Ser

Trp

Lau

Fhe

Val

Fra

ASp

Glu

Lys

Lys

Lau

410

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

490

Mat

Phe

Ala

Asp

Ala

31%

Thr

Tyr

Asp

Gly

Leu

385

Thr

Gln

Thr

Asn

475

Gly

Sear

Ile

Ser

Ala

300

Ile

Fhe

Val

lle

380

Phe

Thr

Leu

val

Lau

460

Ile

Val

Arg

Gln

Thr

285

Thr

sSer

Pro

Glu

aln

365

Tyr

Fhe

Cys

Leu

Gln

445

Ser

His

Ile

Lau

Ala

270

Ser

Fro

ser

Gly

Thr

350

Seeur

Lys

Lys

Leu

4130

Leu

Ile

Trp

Irp

Thr

Cys

Pro

Phae

Phe
33%

Leu

Gln

Thr

Aap

415

Trp

Gln

Thr

val

Als

495

Ile

Gly

Glu

Gln

Fro

320

val

hap

Lxu

Mat

Ser

400

Val

val

Glu

Cys

Arg

480

Gly

Sar



Lys

Ala

Ser

545

Gly

Asn

Arg

Lau

Tyr

625

Ser

Glu

Thr

Glu

Pro

705

Asp

Asp

Aop

Ala

530

Gly

Gln

val

His

610

Ser

Gly

Asp

Phe

Pro

Ran

Pro

Thr

val

Asn
515

Asp

Phe

Met

Thr
5933

Tep

Thr

Ser

Phe

Gly

675

Lys

Val

Leu

Ser

500

Ser

Thr

Ala

Gly

Thr

580

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

660

Gln

Ser

Ala

Mat

His
740

Lya

Ala

Tyr

Sar

565

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

€45

Thr

Gly

Pro

Gly

1le

725

Glu

Anr

Val

Trp

55

Sar

Cys

Glr.

Lau

€3¢

Asp

Tyr

Thr

Asp

Pro

71¢

Ala

ASp

Gln

Tyr

53%

Gly

Gly

Pro

Arg

Lys

615

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Lys

1

Ser

Pro

Val

520

Tyr

Gln

Gly

Ser

Ala

600

Ser

Ser

Thr

Cys

val

€80

Thr

Val

Thr

Glu

71

505

Phe

Cys

Gly

Gly

Ser

585

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

665

Glu

Hia

Phe

Fro

val
745

Leu

Ala

Thr

Ser

570

Lau

Ser

Lys

val

Thr

€50

Gln

lle

Thr

Lau

Glu

730

Lys

Lys

Lys

Leu
555

-

_,ly

Ser

Ser

Ala

Pro

635

Ile

Tyr

Lys

Cys

Pha

115

val

Phe

Mat

Arg

540

Val

Gly

Ala

val

Pro

620

Sar

Ser

Ser

Arg

Pro

700

Pro

Thr

A8n

Ser

525

Sear

Thr

Gly

Sar

Ser

505

Lys

Arg

Ser

Gly

Ser

685

Pro

Pro

Cys

Trp

510

Asp

val

Gly

Val

590

Ser

Val

Fhe

Tyr

670

Asp

Cys

Lys

val

TYr
750

Leu

Asp

Ser

Ser

575

Gly

Ser

Tzp

Sar

Gln

411

Pro

Pro

Pro

Pra

val

735

val

Thr

Tyr

Ser

60

Glu

Asp

Tyr

Ile

Gly

640

Pro

Ile

Ala

Ala

Lys

720

val

ASp



72

Gly val Glu Vval His Asn Ala Lys Thr Lys Prc Arg Glu Glu Gln Tyr
75% 760 T€5

Asn Sar Thr Tyr Arg Yal Vval Ser Val Lau Thr val Lau His Gln Asp
170 775 780

Trp Leu Asn Gly Lye Glu Tyr Lye Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu
185 730 79% 800

Fiv Ala Piv Ile Jlu Lys Thi: Ilw 3wre Lys» Ale Lys Sly Olu Piu Ay
B8O 810 Elb

Glu Fro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys
820 825 830

Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro 5er Asp
B35 B40 845

Ile Ala Val Giu Trp Glu Sar Asan Gly Gln Pre Glu Asn Asn Tyr Lys
4590 855 860

Thr Thr Pro Pro Val Lau Asp Ser Asp Gly Se:r Phe Phe Leu Tyr Ser
B&6S 870 g7s 884

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glrn Gly Asn Val The Ser
883 890 893

Cys Ser Val Met Hisx Glu Ala ILeu His Asn Haimw Tyr Thr Glo Lys Ses
900 305 910

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Lys Asp Pro Lys Phe Trp Val Leu Val
915 920 925

val val Gly Gly val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thtr Val Ala
5390 915 940

Phe Ile Ile Phe Trp ¥Val Arg Ser Lys Arqg Ser Arg Leu Leu His Ser
D45 250 95k 9€0

Agp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lye His
965 970 975

Tyr Gln Pra Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Arg
980 985 990

vVal Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln
995 1000 1005



10

73

Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
1010 1015 10290

Asp Val Leu Asp Lys Arq Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly
1025 1030 1035

Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu
1040 1045 1080

Gln Lys Asp Lya Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys
1055 1060 1065

Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly
1370 1075 1080

Lau Sar Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Ieu His Met Gln
1085 1050 1095

Ala Lau Pro Pro Arg
1100

<210> 35

< 211> 858

< 212> PRT

< 213> Yapay dizi

<220>

< 223> RQRS8 intihar geni ile birlikte eksprese edilen anti-GD2 CAR

<400> 35

Mat Gly Thr Ser Leu Leu Cys Trp Met Ala Leu Cys Leu Leu Gly Ala

1 5 10 15

Asp His Ala Asp Ala Cys Pro Tyr Ser Aan Pro Ser Leu Cys Ser Gly

20 25 o
Gly Gly Gly Ser Glu Lau Pro Thr Gln Gly Thr Fhe Ser Asn Val Ser
35 40 45

Thr Asn Val Ser Prc Ala Lys Pro Thr Thr Thr Ala Cys Pro Tyr Ser
50 55 60

Asn Pro Ser Leu Cys Ser Gly Gly Gly Gly Ser Pro Ala Pro Arg Pro

65 70 75 B0

Pro Thr Pre Ala Pro Thr Ile Ala Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro

B3 94 95



Glu

Asp

Gly

YT

145

Pro

Val

Ser

2295

Gly

Asn

Asn

val

Trp

305

Gly

Ser

Ala

Fha

val

136G

ALy

Arg

Met

Gly

Lys

21¢

Leu

Leu

Gln

Tyr

29

Gly

Gly

Fro

Cys

Ala
115

Glu

Ser

195

Pro

Ala

Glu

Ala

Val

275

Tyr

Gln

Gly

Ser

Arg

1C0

Cys

Leu

Ay

Ser

Tkr

180

Thr

Ser

Ser

Trp

Leu

2€0

Pha

Cys

Gly

Gly

Ser
340

Asp

Leu

Val

Lau

165

Asp

Gly

Gln

Tyr

Leu

245

Met

Leau

Ala

Thr

Ser

325

Leu

Ala

Ila

Ser

Cy>

159

lau

Thr

Gln

Thr

Asn

239

Gly

Ser

lys

Lysa

Leu

310

Gly

Ser

Ala

Tyr

Leuy

135

Ly»

Thr

Leu

Val

Lau

215

Tle

Val

Arg

Met

Arg

295

Vval

Gly

Ala

Gly

Ila

120

Val

Cyo

Leu

Gln

200

Ser

His

Ile

Leu

Ser

280

Ser

Thr

Gly

Ser

74

Gly

11%

Trp

Ile

Fiv

Leu

135

Lau

Ile

Trp

Trp

Thr

265

Ser

Asp

Val

Gly

val
345

Ala

Ala

Thr

Asp

170

Trp

Gln

Thr

val

Ala

250

Ile

Leu

Asp

Ser

Ser

330

Gly

val

Pro

Leau

Fou

15

Wal

val

Glu

Cys

Arg

238

Gly

Ser

Thr

Tyr

Ser

315

Glu

Asp

His

Lan

Tyr

140

Val

Leu

Sar

The

220

Gln

Gly

Lys

Ala

Ser

300

Gly

Asn

Arg

Thr

Ala

125

Cys

Val

Leu

Gly

205

Val

Pro

Ser

Asp

Ala

2885

Trp

Gly

Gln

val

Arg
110

Gly

Agn

Asn

Leu

150

Fro

Ser

I'ro

Tl

Fhe

Gly

Mat

Thr
350

Gly

Thr

Hie

Ala

Pro

175

Trp

Gly

Gly

Gly

Asn

255

Ser

Thr

Ala

Gly

Thr

335

Met

Leu

Cys

Arg

Olu

160

val

Leau

Phe

Lys

240

Tyc

Lys

Ala

Tyr

Ser

320

Gln

Thr



Cys

Gln

Leu

385

Anps

Tyr

Thr

Asp

Pro

465

Ala

Asp

Asn

Val

Glu

545

Lye

Thr

Thr

Arg

Lysx

37¢

Ala

Tys

Tyr

Lys

Ly=s

45¢

Arg

Firo

Ala

val

£3¢

Tyr

Thr

Lau

Cys

Ala

355

Ser

Tl

val

435

Thr

Val

Thr

Glu

Lya
515

Ser

_ys

Ile

Pro

pot -1V
595

Ser

Gly

Gly

Lwu

Gln

Glu

His

Plre

Pro

Val

s5Ca

Thr

val

Cys

Ser

Fro

380

Val

Ser

Lyr

val

Tis

40%

Ile

Thr

Lau

Glu

485

Lys

Lys

Leau

Lys

Lys

LY-3]

Ser

Lys

Ser

Ala

Pro

3sQ

Il

Iyr

Llys

Cys

Fhe

470

val

Plie

Pro

Thr

val

5590

hla

Arg

Gly

val

Pro

375

Ser

For

Sar

arg

Pro

455

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

535

Ser

Lys

AsD

Phe

Ser

360

Lyr

Arg

3w

Ser

440

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

520

Aen

Gly

Glu

Tyr
600

75

Ser

val

Phe

Tyr

425

Asp

Cys

Lys

val

Tyz

5315

Glu

His

Lys

Gln

Lau

535

Pro

Ser

Trp

Ser

3l

410

Fro

Pro

Pro

FPro

val

4350

Val

Gln

Gln

Ala

Pro

570

Thr

Ser

Tyr

Gly

395

Fou

lle

Ala

Ala

Lys

475

val

Axsp

Tyr

Asp

Leu

-1

Arg

Lys

Asp

Leu

Tyr

380

Ser

Glu

Thr

Glu

Pra

460

Asp

Asp

Gly

Asgn

Trp

540

Pro

Glu

Asn

Tle

His

365

Sar

Gly

Avp

Pha

Pro

445

Pro

Thr

Val

Val

Ser

525

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
605

Trp

Thr

Tlie

Gly

430

Lys

Val

Leu

Glu

510

Thr

Asn

Fro

Gln

val

290

val

Tyr

Sar

Gly

Ala

41>

Ser

Ala

Het

His

493

Val

Tyr

Gly

Ile

Ser

Glu

Gln

Axn

Thr

400

The

Pra

Gly

Ile

480

Glu

His

Arg

Lys

Glu

5e0

Tyr

Leu

Trp



Glu

Glu

Gly

Leu

Thr

Pro

Sar

Glu

Arg

785

Gln

Tyr

Asp

Ala

850

Ser

€10

Asp

Ser

Ala

Lys

Ala

€90

Arg

Fro

Pro

Leu

770

Gly

Glu

Ser

Gly

Leu

Asn

Ser

Arg

Lei

Lys

675

Cys

Seu

Arg

Arg

Aap

755

Asn

Arg

Gly

Glu

Leu

835

His

<210> 36
< 211> 402

Gly

Asp

Trp

His

660

Asp

Tyr

Lys

Azg

Asp

740

Leu

Ile
B20

Tyr

Met

Gln

Gly

Gln

645

Asn

Pro

Ser

Pra

725

Phe

Pro

Gly

Prao

Tvr

a405

Gly

Gln

Gln

Pro

Ser

€30

Gln

His

Lys

Leu

Seyr

710

Gly

Ala

Ala

Arg

Glu

7940

Asn

Met

Cly

Ala

B55

Glu

615

Phe

Gly

TYr

Phe

Leu

695

Arg

Pro

Ala

Tyr

Arg

778

Mat

Glu

Lys

Leu

Lau

AsSn

Fhe

Asn

Thr

Trp

€80

vVal

Leu

Thr

Tyr

Cln

760

Glu

Gly

Leu

Gly

Ser

840

Fro

76

Asn

Leu

Val

Gin

€65

val

Thr

Arg

Ary

745

Gln

Glu

Gly

Gln

Glu

B25

Thr

Pro

Tyr

Tyr

Fhe

€50

Lys

Lau

Val

Eis

Lys

730

Ser

Gly

Tyr

Lys

Lvs

E1D

Arg

Ala

Arg

Lys

Ser

635

Ser

ser

val

Ala

=L T

715

His

Arg

Zln

Asp

Pro

73%

Asp

Arg

Thr

Thr
620

lys

Cys

val

Phe

700

Asp

Tyr

val

Agn

Val

TRO

Arg

lvs

Arg

Llys

Thr

Leu

Sear

sSer

val

685

Ile

Ty

Gln

Lys

Cln

765

Leu

Arg

Met

Gly

Asp
845

Fro

Thr

Val

Leu

670

Gly

Ile

Hat

Fro

Fhe

750

Asp

Lys

Ala

Lys

830

Thr

Pro

Val

Mat

655

ser

Gly

Phe

Asn

YL

735

Ser

Tyr

Lys

Asn

Glu

815

Gly

Tyr

val

Asp

640
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