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OZET
TEK BIR DONGUDE KOMBINE KOSULLANDIRMA VE KEMO SECIMINE YONELIK
YONTEM

Radyasyonsuz hematopoetik kok hicre (HSC) nakline yonelik bir yontem, bir on-
kosullandirma adimi olarak 6TG gibi bir pirin bazi analogunun 2 ila 10 mg/kg viicut
agirhgindaki bir veya iki dozunun memeli bir 6zneye uygulanmasi igerir. YOntem ayrica
hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz (HPRT)-eksikligi olan dondr HSC'lerin 6n-
kogullandirma adiminda 48 ila 72 saatte 6zneye melezlenmesini ve 1 ila 5 mg/kg’lik
plrin bazi analogunun melezleme adimini takiben iki ila sekiz hafta boyunca her iki ila
dért gunde bir dzneye uygulanmasini icerir. Yontem, én-kosullandirma yoklugunda
radyasyon araciligiyla gergeklestirilir. Bu yizden, ézne nakil islemine ydnelik hazirlik
yapilirken miyeloablatif radyasyon ile tedavi edilmez ve bu ylzden 6zne miyeloablatif

radyasyon ile indUklenen toksisiteye sahip dedildir.
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iISTEMLER

. Radyasyonsuz hematopoetik kdk hicre (HSC) nakline yonelik bir yontemde

kullanima yénelik bir ptrin bazi analogu olup, 6zellidi plrin bazi analogunun 6-

tiyoguanin (6TG) olmasi ve yontemin asadidaki adimlar) icermesidir;

(a) hir on-kosullandirma adimi olarak plrin bazi analogunun 2 ila 10
mg/kg vicut agirhigindaki bir veya iki dozunun memeli bir dzneye
uygulanmasi;

(b) hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz (HPRT)-eksikligi olan dondr
HSC'lerin  6n-kogullandirma adiminda 48 ila 72 saatle Ozneye
melezlenmesi ve

(c) 1 ila 5 mg/kg'lik purin bazi analogunun melezleme adimini takiben iki

ila sekiz hafta boyunca her iki ila dért glinde bir 6zneye uygulanmasi;

burada ydntem oOn-kosullandirma  yoklugunda radyasyon aracihdiyla

gergeklestirilir.

. Istem 71in kullanimina yénelik pUrin baz) analogu olup, 6zelligi adim (a) ve

adimin (c) kombinasyonu ile 6zneye uygulanan toplam 6TG dozajinin 105

mg/kg’t gegcmemesidir.

. Onceki herhangi bir istemin kullanimina yonelik pirin bazi analogu olup, dzelligi

adim {(a) ve adimin {c) kombinasyonu ile &ézneye uygulanan toplam 6TG

dozajinin 75 mg/kg’1 gegmemesidir.

. Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik pirin bazi analogu olup, dzelligi

adimin (c) uygulanmasinin 3 gunde bir gerceklestirimesi ve melezleme adimini

takiben dort haftadan daha uzun bir slre gergeklestirimemesidir.

. Onceki herhangi bir istemin kullanimina yonelik piirin bazi analogu olup, dzelligi

dznenin %75'in Uzerinde genetik olarak modifiye edilmis hematopoetik hiicreler

gostermesidir.
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Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik plrin bazi analogu olup, 8zelligi
o0znenin %95'in Uzerinde genetik olarak modifiye edilmis hematopoetik hucreler

gostermesidir.

Onceki herhangi bir istemin kullammina yénelik plrin bazi analogu olup, dzellidi
nakledilecek HPRT-eksikligi olan HSC'lerin, ¢inko parmak nilkleazlan (ZFN'ler),
transkripsiyonel aktivator-benzeri efektor nukleazlar (TALEN'ler), kiigUuk pargali
homolog rekombinasyon (SFHR) kalip zincirleri, inhibitor RNA'lar (siRNA'lar)
veya mikroRNA'lar (miRNA'lar), antisens RNA'lar, trans-zincirleme RNA'lar,
ribozimler, hiicre ici antikorlar veya dominant negatif veya rekabetgi inhibitdr
proteinleri kodlayan dizilerin eklenmesi aracihgiyla HPRT-eksikligi olan olarak

elde edilmesidir.

Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik piirin bazi analogu olup, zelligi
nakledilecek HPRT-eksikligi olan HSC’lerin genetik olarak modifiye edilmis

olmasidir.

Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik piirin bazi analogu olup, ézelligi

nakledilecek HSClerin otolog veya sinojenik olmasidir.

istemler 1-8'den herhangi birinin kullanimina yénelik piirin bazi analogu olup,

Ozelligi nakledilen HSC’lerin allojenik olmasidir.

.Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik piirin bazi analogu olup, ézelligi

oznenin miyeloablatif radyasyon ile tedavi edilmemesidir.

Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik plrin bazi analogu olup, ézellidi
Oznenin kalitsal veya genetik bir bozukluk, lenfohematopoetik hicreleri
etkileyen edinilmis bir hastallk veya lenfohematopoetik bir maligniteye sahip

olmasidir.

Onceki herhangi bir istemin kullanimina yénelik plrin bazi analogu olup, 8zelligi

oznenin insan olmasidir.
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TARIFNAME
TEK BIR DONGUDE KOMBINE KOSULLANDIRMA VE KEMO SECIMINE YONELIK
YONTEM

FEDERAL OLARAK DESTEKLENEN ARASTIRMA ILE ILGILI ACIKLAMA

Bu bulus, Hibe No. Ulusal Saglk EnstitisUu tarafindan verilen Al067769'un destegiyle

Devlet destegi ile yapilmistir. Hikiimet bu bulusa yonelik belirli haklara sahiptir.

ALTYAPI

Hematopoetik kdk hicre nakli (HSCT), hirgok kaltsal bozukluk ve lenfohematopoetik
malignitelere (1) yonelik tedavinin bir dayanak noktasidir. ilaveten, hematopoetik kok
hicreleri (HSC) genellikle ex vivo gen terapisine yonelik dnemli bir hedefi temsil eder.
HSC've gen aktarnmi, normal BM ila sitotoksik ilaglarin monogenik kusurlarinin
dizeltiimesine hem de ilag duyarliiginin degistiriimesine yonelik potansiyel bir strateji
saglar. Bu uygulamalar, énemli bir terapétik potansiyele sahiptir, ancak HSC'ye disik
gen aktanmi ile kisitlanir. Ex vivo manipulasyon, fibronektin-destekli gen aktarimi ve
HSC onceki gen aktariminin kuvvetlendirimesi sirasinda baglanmayr minimuma
indirimesine yodnelik gelistirilmis sitokinler gibi yakin zamandaki c¢alismalar, insan
hiicrelerine gen aktariminin etkinligini ve insan gen terapisi deneylerini (2) gelistirmistir.
Ancak, HSC've gen aktarminin etkinligi ve ¢ok sayida transdiise edilen hiicrelerin
melezlenmesi kanser ve monogenetik hastaliklarin basarll bir sekilde tedavi
edilmesine ybnelik bu teknoloji uygulamasini kapsamli hale getirmek Gzere blyuk bir

zorluk olarak kalmaya devam eder.

Gen-modifiveli HSC'nin  melezlenmesini  gelistirmek ve HSCT'den sonra
lenfohematopoetik yeniden yapilandirma islemi igin gerekli siireyi azaltmak Uzere,
dihidrofolat rediktaz (DHFR) (3) veya c¢oklu ilag-direnci geni 1 (MDR1)
(4, US1996/017660) gibi ilag direng genlerini kullanan in vivo segim stratejileri, test
edilmigtir ancak kabul edilemez toksisite (5) veya yetersiz sec¢im etkinligi (6) nedeniyle
genel olarak basarisiz olmustur. Mevcut olarak, O6-metilguanin-DNA-metiltransferaza
(MGMT) ait mutant formlar, O6-benzilguanin (2,7, US1897/004917) ile kombinasyon
halinde BCNU veya temozolomide kargi bunlarin kemo koruma saglama kabiliyetine

yoénelik test edilmistir, ancak bu ajanlar énemli bir toksisite riskine neden olur ve yakin
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zamandaki gézlemler mutant MGMT'nin ylksek seviyelerde (8) ifade edildijinde secici
bir dezavantaja neden olabilecegini belirtir. US2003032003AA'da, HPRT-eksikligi
yagsayan hucrelerin 6TG ile in vivo olarak seciimesine ydnelik bir secim stratejisi
aciklanmistir. Ancak, bu patent basvurusunda, 1sinlama iglemi in vivo se¢iminden dnce
onceden kosullandirmaya yoénelik yine kullanilir veya in vivo secimi 6TG uygulamasi

arasinda iyilesme donemi ile déngller halinde gerceklestirilir.

llaveten, dnerilen 6TG dozu yiiksektir ve uzun bir sire boyunca uygulanir {55 giin
boyunca 200 mg/kg toplam doz). ilaveten, BM igindeki HPRT ifadesini devre disi
birakmak ve akabinde in vivo olarak 6 TG ile dondr hicreleri secmek Gzere bir yaklagim
"mudahaleci RNA aracili purin analog direnci" ('iPAR') olarak Porter ve DiGregori
tarafindan rapor edilmigtir. Bu rapor, shRNA hedefleyici Hprt'yi ifade eden lentiviral
vektor ile HSC'de HPRT inaktivasyonunun fizibilitesini ve bu degistirilen hematopoetik
hiicrelere yonelik farelerde in vivo olarak 6TG ile kuvvetlendirme islemini gostermistir.
Ancak, bu raporda, dnceden-kosullandirma islemi yine toplam vicut i1sinlamasi ile
gergeklestiriimistir ve in vivo kemo segimi aktarim-sonrasi en az 4 hafta kadar
baslatimamistir. Ek olarak, 6TG kisa bir atis olarak veya sadece orta derecede iligi
baskilayici olarak secilen dozajlarda uygulanmistir ve yeterli HSC transdiksiyon
seviyelerinin ¢alismalarda kullanilan ikinci-nesil lentiviral vektorler tarafindan elde edilip
edilmedigi agik degildir. Sonug olarak, rapor edilen melezleme seviyeleri degdisken ve

nispeten orta derecede olmustur.

Kemik iligi hiicreleri yeniden yapilandinlirken toksisiteden kaginan daha etkili HSCT

ydntemlerine yénelik bir intivac devam eder.
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kel hematopoetik hiicrelerin in vivo secimi (Patent
yayini WO/1998/019540) US1996/017660

terapétik alkilleyici ajanlarin toksisitesinden korumak uzere gen terapisine yonelik
mutant alkiltransferazlarinin kullanimi (Patent
yayint WO/1997/035477) US1997/004217

in vivo secim (Patent yayini WO/1997/043900) US2003032003AA

KISA AGIKLAMA

Bulug, radyasyonsuz bir hemapoetik kdk hiicre (HSC) nakli yénteminde kullanima
yonelik bir plrin bazi analogu saglar, burada pirin bazi analogu 6-tivoguanindir (6TG)

ve burada yontem asagidaki adimlar igerir;

(a) bir dn-kosullandirma adimi olarak purin bazi analogunun 2 ila 10 mg/kg
vicut agirhgindaki bir veya iki dozunun memeli bir 6zneye uygulanmasi;

(b) hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz (HPRT)-eksiklidi olan dondr
HSC'lerin dn-kosullandirma adiminda 48 ila 72 saatte 6zneye melezlenmesi ve
(c) 1 ila 5 mg/kg'lik purin bazi analogunun melezleme adimini takiben iki ila

sekiz hafta boyunca her iki ila dort glinde bir 9zneye uygulanmasi;
burada yontem én-kogullandirmanin yoklugunda radyasyon araciligiyla gergeklestirilir.
Bu ylzden 6zne nakil islemine yonelik hazirhk yapilirken miyeloablatif radyasyon ile
tedavi edilmez ve bu yilzden 6zne miyeloablatif radyasyon ile indiklenen toksisiteye

sahip degildir.

Bir plrin bazi analogunun temsil edici 6zellikleri, asagidaki unsurlari igerir: 6-tiyoguanin
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(6TG), 6-merkaptoplrin (6-MP) ve azatiyopirin (AZA). Bazi diuzenlemelerde, dzneye
uygulanan toplam 6TG dozaji 105 mg/kg asmaz; tipik olarak dzneye uygulanan
toplam 6TG dozaji 75 mg/kgh asmaz. Bir dizenlemede, plrin bazi analogunun
uygulanmasi her 3 ginde bir gergeklestirilir ve melezleme adimini takiben dort

haftadan daha uzun sire sirmez.

Yontem ile uyumlu olarak tedavi edilen 6zneler, %75'in (zerinde genetik olarak
modifiye edilen hematopoetik hicreler gosterecektir. Bazi diizenlemelerde, 6zneler
%95'in Uzerinde genetik olarak modifiye edilen hematopoetik hiicreler gosterecektir.
Nakledilecek olan HPRT-eksikligi olan HSC'ler, teknikte uzman kisilerce bilinen klasik
yontemler kullanilarak HPRT-eksikligi ile elde edilebilir. Temsil edici yontemler, bunlar
ile sinirh olmamak zere, ¢inko parmak nukleazlar (ZFN'ler), transkripsiyonel aktivatér-
benzeri efektor nukleazlar (TALEN'ler), kiglk pargali homolog rekombinasyon (SFHR)
kalip zincirleri, inhibitor RNA'lar (siRNA'lar) veya mikroRNA'lar (miRNA'lar), antisens
RNA'lar, trans-zincirleme RNA'lan, ribozimler, hiicre i¢i antikorlar veya dominant negatif
veya rekabetci inhibitdr proteinleri kodlayan dizilerin eklenmesini icerir. Nakledilen

HSC'ler otolog, sinjeneik veya allojenik olabilir.

Baz) dizenlemelerde, nakledilecek olan HPRT-eksikligi olan HSC'ler genetik olarak
modifive edilmistir. Ozne kalitsal veya genetik bir bozukluk, insan immin yetmezlik
virsu (HIV) enfeksiyonu veya edinilmis immin yetmezlik sendromu (AIDS) gibi
lenfohematopoetik hiicreleri etkileyen edinilmis bir hastalik veya lenfohematopoetik bir
maligniteye sahip olabilir. Dondr HSC'lerin genetik modifikasyonu, hiicrelerin HPRT-
eksiklije sahip olarak elde edilmesinin étesine uzanabilir ve ayni zamanda bir durumu

tedavi etme veya dizeltme iglevi gorir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1A-1B. 6TG kosullandirma rejiminin optimizasyonu. (SEKIL 1A) Bir doz-
bulma calismasi olarak, HPRT-wt fareleri, arag kontrolii ile ve Giin 1'de (grup
basina n=3) veya sirasiyla Gin 1 ve Giin 3'te {n=3) 10 mg/kg olan iki doz ile
belirtildigi Uzere 2.5 ila 10 mg/kg aralifinda olan 6TG dozlarinin degistiriimesi
yoluyla i.p. olarak enjekte edilmistir. Birinci 6TG dozundan sonra Gin 4'te,
paraformaldehit ile sabitlenen kemik kesitleri H&E ile boyanmigtir ve BM

histolojisi incelenmistir. Temsili fotomikrograflar (40 x blyltme) her bir 6TG
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kosullandirma rejimine yénelik gdsterilir. (SEKIL 1B) Temsili fotomikrograflar,
kontrol cihazi ve Gin 1 ve Gun 3'te 10 mg/kg 6TG olan iki dozdan olusan
optimize kosullandirma rejimi ile tedavi edilen HPRT-wt farelerinden distk
(10x) ve yuksek (100x) buyltmede genel ve detayh BM histolojisini gdsterir.
Histolojik analizler yukarndaki gibi Gln 4'te gergeklestirilmigtir.

Sekil 2A-2B. HPRT-eksikligi olan farelerde 6TG'nin kosullandirici dozlar ile
enjeksiyondan sonra ilerleyici miyelotoksisite eksikligi ve 6 TG kosullandirmasi
ile tek basina diisiik melezleme orani. (SEKIL 2A) HPRT-wt VE HPRT-eksikligi
olan fareler, Ginler 1 ve 3'te 10 mg/kg 6TG ile i.p. olarak enjekte edilmistir.
Birinci 6TG dozundan sonra Gun 7'de, paraformaldehit ile sabitlenen kemik
kesitleri H&E ile boyanmigtir ve BM histolojisi incelenmistir. Temsili
fotomikrograflar (40 x buyutme) gdsterilir. (SEKIL 2B) Tedavi plani: HPRT-wt
disi alic) fareler (n=4), Giin-2'de 6TG'nin (10 mg/kg, i.p.) hirinci kosullandirma
dozunu almistir, akabinde HPRT-eksikligi olan erkek BM ile nakledilmigtir,
akabinde Gln 0O'da 6TG'nin (10 mg/kg, i.p.) ikinci bir kosullandirma dozunu
almigtir. BM, birinci 6TG dozundan sonra Gin 7'de analiz edilmistir. H&E ile

boyanan paraformaldehit ile sabitlenen kemik kesitleri (40 x biiytitme) gdsterilir.

Sekil 3. HPRT-wt karsisinda HPRT-eksikligi olan farelerde kronik diisik-doz
6TG miyelotoksisitesinin doz yaniti ve zaman seyri. HPRT-dogal suslu fareler
ve HPRT-eksikligi olan fareler, yukarida her bir panelde gdsterildigi (zere fakl
6TG dozlan ve arag kontroli (grup basina n=3) ile her 3 ginde bir tedavi
edilmistir. HPRT-dodal suslu fareler icin, histoloji tedavinin baslamasindan
sonra 60 gune kadar agadidaki sure noktalarinda incelenmistir:

Arag¢ kontrolu (Gln 60), 6TG 0.25 mg/kg (Gun 60), 6TG 0.5 mg/kg (Gun 60),
6TG 1.0 mg/kg {Gun 38), 6TG 2.5 mg/kg (Gun 28), 6TG 5.0 mg/kg (GUn 22).
HPRT-eksikligi olan farelerde, histoloji tim hayvanlara yénelik Gin 60ta
incelenmistir. H&E ile boyanan paraformaldehit ile sabitlenen kemik kesitlerinin

temsili fotomikrograflari (40x orijinal biylutme) gosterilir.

Sekil 4A-4B. Kombine 6TG kosullandirma ve in vivo kemo segimi stratejisinin
optimizasyonu. Tedavi plani: HPRT-wt disi alici fareler Gin -2'de 6TG'nin {10
mg/kg, i.p.) birinci kosullandirma dozunu almistir, akabinde Gun 0'da 6TG'nin

(10 mg/kg, i.p.) ikinci bir kosullandirma dozu ile birikte HPRT-eksikligi olan
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erkek BM ile nakledilmistir. /n vivo kemo segimi akabinde belirtildigi (izere 2
hafta boyunca (SEKIL 4A) veya 4 hafta boyunca (SEKIL 4B) her 3 giinde bir 2.5
mg/kg veya 50 mg/kg 6TG olan tekrar eden ip. enjeksiyonlar ile
gerceklestiriimisti. H&E ile boyanan paraformaldehit ile sabitlenen kemik
kesitlerinden kemik iliginin temsili fotomikrograflari (40x arijinal blyUtme)

gOsterilir.

Sekil 5. HPRT-wt alicilarinin kombine 6TG kosullandirmasi ve kemo segimi
kullanilarak HPRT-eksikligi olan dondr-deriveli BM ile nakil isleminden sonra
uzun-vadeli hematopoetik yeniden yapilandirma. Bar grafikleri, belirtildigi lzere
4 haftada (yani, kemo secimi periyodunun bitiminden hemen sonra) ve nakil
isleminden sonra 4 ayda, 7 ayda ve 12 ayda XY kromozom FISH analizi ile
belirlendigi Uzere kemik iliginde (BM) ve periferik kan Iokositlerinde (PBL)

dondr-deriveli hiicrelerin ylzdesini gosterir,

DETAYLI ACIKLAMA

Bulug, 6-tiyoguaninin (6TG) 6TG miyelotoksisitede tiyoguanin nikleotidine hipoksantin-
guanin fosforiboziltransferaz (HPRT)-aracili déntgumdndn dnemli rolinden yararlanan
yeni bir in vivo kemo secimi stratejisi saglar. HPRT-eksikliginin hematopoetik hiicre
gelisimi ve fonksiyonunu tek bagina bozmamasi nedeniyle, nakil islemine yonelik
kullanilacak olan hematopoetik hiicrelerden uzaklastirilabilir. In vivo kemo segimi
stratejisi, HPRT-dogal suglu alicilarin hem ilidi yok edici kogullandirmasi hem de dondr
hicrelerin tek dénguld bir in vivo kemo seg¢imi prosesine yoénelik 6TG kullanilarak
HPRT-eksikligi olan donér HSC'ler ile gergeklestirilen HSCT'yi icerir. Bulug, HPRT
aktivitesindeki melezlenen HSC eksikligi 6TG'nin  sitotoksik etkilerine oldukga
direngliyken 6 TG'nin ekstra-hematopoetik dokularin Gzerinde herhangi bir olumsuz etki
olmadan segici miyeloablatifi indikledigi bir dozajlama programinin gelistiriimesi ve
kesfedilmesine baghdir. Bu kombine 8TG kosullandirma ve kemo secimi stratgjisi ile,
dusik genel toksisite ile HPRT-eksikligi olan dondr HSC'nin etkili ve yilksek
melezlemesi elde edilebilir. In vivo kemo segimindeki 6 TG, HPRT-eksikligi olan donér
(veya melezlenen) BM'nin kendini yenileyen, pluripotent HSC populasyonunun
bayutalmesi yoluyla immunofenotik olarak normal kemik iliginin (BM) uzun-vadeli

yeniden yapilandiriimasina izin verir.
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Oldukca etkili ve genellikle toksik-olmayan kosullandirma ve tek déngld in vivo kemo
secimine yonelik burada aciklanan yontem, HSCT melezleme etkinligi ve nakil islemi
sonucunu gelistirmek ve ex vivo gen terapisinden sonra genetik olarak modifiye edilen
hiicrelere secici bir avantaj saglamak (izere bir strateji olarak genellikle uygulanabilir. in
vivo kemo secimi stratejisi, HPRT-eksikligi olan dondr HSC'nin hem dn-kosullandirma
hem de tek donguli kemo segimine ydnelik sadece 6TG veya diger bir pirin baz
analogu kullanir ve alici >%95 oraninda BM'nin degistiriimesi ile oldukca etkili
melezleme ve uzun-vadeli yeniden yapilandirma saglayabilir. Bu strateji, genel olarak
gen terapisinin kapsamini genigletmek Gzere fazla sayida ex vivo olarak maniplle

edilen HSC'nin melezleme isleminin gelistirimesine ydnelik uygulanabilir.

Tanimlar

Bu uygulamada kullanilan tiim bilimsel ve teknik terimler, aksi belirtimedidi slrece
teknikte yaygin olarak kullanilan anlamlara sahiptir. Bu basvuruda kullanildigi Uzere,

asagidaki kelimeler veya ifadeler belirtilen anlamlara sahiptir.

Burada kullanildi§i Gzere, "radyasyonsuz hematopoetik kék hicre (HSC) nakli" alicinin
radyasyon araciligiyla miyeloablatif kosullandirmaya tabi tutulmadigi anlamina gelir.
Bunun yerine, kosullandirma donér HSC'ler ile melezlemeden énce (ve bu gln dahil
olmak (izere) 48 saat boyunca tipik olarak uygulanan 6TG uygulamasi yoluyla elde

edilir.

Burada kullanildi§i Gzere, "HPRT-eksikligi olan" hem dodal olarak HPRT-eksikligi olan
hucreleri hem de gen modifikasyonu yoluyla HPRT-eksikligi olan olarak elde edilen

hicreleri igerir.

Burada kullamldidi (izere, "dondr HSC’ler" veya "donér hicreler* HSC’lerin nakil alicisi
veya diger bir 6zneden derive edilip edilmedigine bakimaksizin melezlenecek
hiicrelere refere eder. Bu ylizden, bir 6zneden hasat edilen hiicreler modifiye edilebilir
ve "dondr hlcreler" haline gelerek ayni dzneye tekrar melezlenebilir. Bunlar burada

n o

"donér hdcreler," “melezlenen hicreler” veya “nakledilen hicreler” olarak refere

edilebilir.
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Burada kullanmldigi tzere, "bir" veya "bu" acik bir sekilde aksi belirtiimedigi sirece en

az bir anlamina gelir.

Hematopoetik Nakil islemine Yénelik Kombine Kosullandirma ve Kemo Secimi

Bulug, bir radyasyonsuz hematopoetik kék hicre (HSC) nakil islemi ydnteminde
kullanima yonelik bir piirin bazi analogu saglar, burada pirin bazi analogu 8-

tivoguanindir (6TG) ve burada yontem asagidaki adimlari igerir:

(a) bir dn-kosullandirma adimi olarak pirin bazi analogunun 2 ila 10 mg/kg
vucut agirhgindaki bir veya iki dozunun memeli bir 8zneye uygulanmasi;

(b) hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz (HPRT)-eksiklidi olan dondr
HSC'lerin on-kogullandirma adiminda 48 ila 72 saatte 6zneye melezlenmesi ve
(c) 1 ila 5 mg/kg'lik purin baz1 analogunun melezleme adimini takiben iki ila

sekiz hafta boyunca her iki ila dort ginde bir 6zneye uygulanmasi;

burada yontem 6n-kogullandirma yoklugunda radyasyon araciligiyla gerceklestirilir.

Bu ylzden, 6zne nakil islemine yonelik hazirik yapilirken miyeloablatif radyasyon ile
tedavi edilmez ve bu ylzden 6zne miyeloablatif radyasyon ile indiklenen toksisiteye
sahip degildir. Yontem, herhangi bir tirde radyasyon tedavisi almamis olan 6zneler,
miyeloablatif radyasyon tedavisi almamis olan 6zneler ve burada agiklanan yonteme
yonelik dn-kogullandirma olabilecek bir zaman araliinda ve/veya bir dozda olmayacak
sekilde gecmiste miyeloablatif radyasyon tedavisi almis olan ézneler dahil olmak zere
cesitli 6zneler ile kullamma yénelik dastndlur. Ornegin, dzne tipik olarak burada
aciklanan kombine kosullandirma ve kemo seg¢imi yontemindeki 2 hafta icinde veya

hatta 8 hafta igcinde miyeloablatif radyasyon almamistir.

Bir pirin bazi analogunun temsili dérmekleri, asagidaki unsurlarn igerir: 6-tiyoguanin
(6TG), 6-merkaptoplrin (6-MP) ve azatiyopirin (AZA). Bazi dizenlemelerde, Gzneye
uygulanan toplam 6TG dozaji 105 mg/kg't asmaz; tipik olarak Gzneye uygulanan
toplam 6TG dozaji 75 mg/kg asmaz. Bir dizenlemede, plrin bazi analogunun
uygulanmasi melezleme adimini takiben her 3 ginde bir ve dort haftadan fazla

olmayacak sekilde gerceklestirilir.
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Ayni zamanda burada agiklanan, alternatif bir 6TG’nin internetten bilinen (&rnedin,
rxlist.com) purin bazi analogu olarak kullamldigi bir ydntemdir ve bulugun yénteminde
kullanima ydnelik uygun bir dozu tanimlarken teknikte uzman klinisyeni yonlendirmek
Uzere diger kaynaklar meveuttur. Ornegdin, pediatrik hastalarda ve yetigkinlerde 6TG
tek-ajanli kemoterapiye yonelik normal oral doz gunde 2 mg/kg vicut agirhdidir; 4 hafta
sonra tedaviye herhangi bir yanitin gézlenmemesi halinde, doz 3 mg/kg'a yukseltilehilir.
Geri donlsumli miyelosiipresyon gdzlenerek tek bir oral dozda 35 mg/kg'a kadar

verilmigtir.

Akut lenfatik l6semi bakimindan, pediatrik hastalar ve yetiskinlere ydnelik normal
baslangi¢c dozu, gunde 2.5 mg/kg 6-MP vicut agirhigidir {(siradan yetiskinlerde 100 ila
200 mg ve siradan 5 yasindaki bir ¢ocukta 50 mg). Akut I6semisi olan pediatrik hastalar
bircok durumda zorlanmadan bu dozu tolere etmistir; baz) hastalarda birkag hafta
boyunca veya daha fazla glinlik olarak devam ettirilebilir. Bu dozajda 4 haftadan
sonra, herhangi bir klinik gelismenin ve l6kosit veya trombaosit baskilamasina yonelik
kesin bir kanitin goriilmemesi halinde, dozaj giinde 5 mg/kg’'a kadar yukseltilebilir. 2.5
mg/kg/giin olan bir dozaj, akut lenfatik |16semisi ve yliksek toplam I6kosit sayisi olan
bazi yetigkinlerde 1 ila 2 hafta icinde I16kosit sayisinda hizli bir diisis ile sonuglanabilir.
Tam bir hematolojik remisyon elde edildiginde, idame tedavisi énemli olarak dastnildr.
idame dozlan hastadan hastaya degisiklik gdsterecektir. 8-MP'nin normal giinliik idame

dozu, tek bir doz olarak 1.5 ila 2.5 mg/kg/gund(ir.

6-TG ve 6-MP’ye yonelik dozaj, bir sekilde kargilastirlabilir, 6te yandan AZA'ya yonelik
dozajin ilk dnce 6-MP’'ye ydnelik biyoaktif hale getiriimesinin gerekli olmasi nedeniyle
kargilagtirlmasi zordur ve genellikle 16seminin tedavi edilmesine yoénelik kullaniimaz.
Kati organ nakli alan hastalara yonelik, reddetmeyi énlemek ve toksisiteyi minimuma
indirmek (zere gerekli AZA dozu, dikkatli bir ydnetim gerektirerek ayri hastalara gore
degisecektir. Baslangi¢ dozu, genellikle nakil isleminin baslangicinda glinGn glnde 3
ila 5 mg/kg'dir. AZA genellikle nakil gliniinde veya nadiren nakilden 1 ila 3 glin 6énce tek
bir ginlik doz olarak verilir. Dozun glinde 1 ila 3 mg/kg olan idame seviyelerine
azaltilmasi, genellikle mimkindir. AZA dozu, reddetme tehdidi nedeniyle toksik

seviyelere yikseltimemelidir.

HPRT-eksikligi olan dondr HSC'ler, dogal olarak HPRT-eksikligi yasayabilir veya
genetik modifikasyon yoluyla HPRT-eksikligi olacak sekilde elde edilebilir. Bu
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badlamda, "donér HSC’ler" HSC'lerin nakil isleminin alicisindan veya diger bir 6zneden
derive edilip edilmedigine bakilmaksizin  melezlenecek huacrelere refere eder.

Nakledilen HSC’ler otolog, sinjeneik veya allojenik olabilir.

Genetik modifikasyon, teknikte uzman Kkisilerce bilinen bir dizi yoldan herhangi biri
kullanilarak elde edilebilir. Genetik modifikasyonun uygun yollarina drnekler, bunlar ile
sinirh olmamak (izere, ginko parmak niikleazlar {ZFN'ler), transkripsiyonel aktivator-
benzeri efektor nilkleazlar (TALEN'ler), kiigiik pargali homolog rekombinasyon (SFHR)
kalip zincirleri, inhibitor RNA'lar (siRNA'lar) veya mikroRNA'lar (miRNA'lar), antisens
RNA!'lar, trans-zincirleme RNA'lan, ribozimler, hiicre i¢i antikorlar veya dominant negatif
veya rekabet¢i inhibitér proteinleri kodlayan dizilerin eklenmesini icerir. Modifikasyon,
dondér HSC'ler veya progenitorler ile direkt olarak kullamilabilir. Bu teknolajiler, bunlar ile
sinirh olmamak (zere, hematopoetik progenitdr hicreler veya direkt olarak
hematopoetik kdk hicreleri ve ayni zamanda hematopoetik progenitdr veya
hematopoetik kdk hicreler olarak farklilastirlan veya trans-farklhlastirilan yetiskin veya
embriyonik kok hicreler veya indiklenmis pluripotent kék hiicrelerin diger tirlerini

iceren bir dizi hiicre tipinin genetik modifikasyonuna yonelik kullanilabilir.

Baz) duzenlemelerde, nakledilecek HPRT-eksikligi olan HSC’ler belirli bir terapdtik
amaca uymak {izere genetik olarak modifiye edilmistir. Ornegin, dondr HSC'ler kalitsal
bir genetik kusuru dizeltmek, normal kemik iliginin sitotoksik ilaglara ilag duyarlihgini
degistirmek, lenfohematopoetik hiicreleri etkileyen bulasici mikroorganizmalara karsi
direng saglamak, endojen bagisiklik sistemini degistirmek veya yeniden-ayarlamak
veya endojen kemik iliginin dedistiriimesi ve nakledilen bir doku karsisinda
I6semi/lenfoma etkisinin indiksiyonu ile lenfohematopoetik maligniteler ile micadele

etmek uzere modifiye edilebilir.

Daha spesifik olarak, kalitsal genetik kusurlar, bunlar ile sinirl olmamak UGzere, orak
hiicreli anemi, talasemi, kahisal sferositoz, GBPD eksikli§i ve benzeri gibi
hemoglobinopatileri iceren hemapotoez bozukluklanni, siddetli kombine immdin
yetmezlik (SCID) gibi immunolojik veya antimikrobiyal fonksiyon bozukluklarini, kronik
granilomatéz hastahdini (CGD), Wiskott-Aldrich sendromu (WAS) gibi koagllasyon
kusurlarina yol acan trombopoiez bozukluklanni ve ayni zamanda epidermoliz

bullozanin (EB} cgesilli formlan ve mukopolisakkaridoz gibi doku hasan bdlgelerine
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giden hematopoetik hicrelerin genetik muhendislidi ile iyilestirilebilen diger genetik

yapisal veya metabolik bozukluklar icerebilir.

Kemik iliginin kemotoksik ilaglara yonelik ilag duyarlih§inin avantajli clmasinin mumkan
oldugu modifikasyondaki hastaliklar, bunlar ile sinirli olmamak Gzere, maksimum tolere
edilen dozaji miyelotoksisite ile sinirlandirilan kemoterapi ajanlan ile tedavi edilen
malign hastaliklari icerir. Bunlar akciger kanseri, kolorektal kanser, meme kanseri,
prostat kanseri, pankreas kanseri, mide kanseri, karaciger kanseri, bas ve boyun
kanseri, bébrek hdcreli karsinom, mesane kanseri, serviks kanseri, yumurtalik kanseri,

deri kanseri, sarkomlar ve gliomay icerir.

Kemik iligi veya hematopoetik kdk hicre nakli isleminin enjoden bagdisiklik sistemini
degistirmek veya yeniden ayarlamak Uzere kullanildidi hastabklar, bunlar ile sinirh
olmamak Uzere, inflamatuar badirsak hastali§), skleroderma ve lupus eritematozusu

icerir.

Bulagici mikroorganizmalara karg! direng saglamanin avantajli olabilecegi hastaliklar,
bunlar ile sinirh olmamak Gzere, HIV enfeksiyonu ve AIDS, HTLV enfeksiyonu ve

parvoviris B19 enfeksiyonunu icerir.

Kemik iligi veya hematopoetik kdk hicre nakli iglemi ile tedavi edilen malign veya
onceden-malign lenfohematopoez hastaliklari, bunlar ile sinirli olmamak lzere, akut
miyelojendz |1Gsemi, akut lenfositik 16semi, lenfoma ve miyelodisplastik sendromlari

icerir.

Bu teknolojinin terapdtik uygulamasinin diger bir dérnegi, radyasyon hasan ve
kemotoksinlerin neden oldugu endojen lenfohematopoezde olusan hasar sonrasi kemik

iligi veya hematopoetik kdk hiicre nakli isleminin sonucunu gelistirmek olabilir.

Bu teknolojinin terapdtik-olmayan ancak ticari olarak kullanigl bir uygulamasi, bunlarin
endojen lenfohematopoezinin bir insan donériinde hiicreler ile neredeyse tamamen
yerlestirildigi  insanlasmigs hayvan modelleri Gretmek uGzere kullamimasi olabilir.
Uretildikten sonra, bu tiir hayvanlar érmegin insan hastaliklarina uygulamaya yoénelik

dusindlen vyeni ilaglarin  miyelotoksisitesini test etmek (zere kullanilabilir. Bu,
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lenfohematopoezinin cesitli ilaclara olan duyarhliinin hayvan tirderine bagl olarak
farkh olmasinin mamkin olmasi nedeniyle avantajidir, bu yizden bu tir testlerin en

¢ok insanlastinimig bir hayvan medelinde test edilmesi istenir.

Tipik olarak, 9zne bir memelidir. Memeli Ozne fare, kopek, kedi, sigir, at, koyun, primat

veya insan olabilir. Bir diizenlemede 6zne insandir.

Uyqulama ve Dozaj

Bilesimler, siklikla farmasdtik olarak kabul edilebilir tagiyicilar ile birlikte herhangi bir
uygun sekilde uygulanir. Mevecut bulugsun baglaminda tedavinin  bir dzneye
uygulanmasina yonelik uygun yontemler mevcuttur ve birden fazla yolun belirli bir
bilesimi uygulamak Gzere kullamlamamasina ragmen, belirli bir yol diger yoldan siklikla
daha hizli ve etkili bir reaksiyon saglayabilir. Mevcut bulusun badlaminda bir hastaya
uygulanan doz, bir sire sonra hastada yararh bir terapdtik yaniti etkilemek veya
hastaligin ilelemesini engellemek (zere yeterli olmalidir. Bu ylizden, bilesim etkili bir
yanit elde etmek ve/veya hastalik kaynakli semptomlan ve/veya komplikasyonlar
hafifletmek, azaltmak, tedavi etmek veya en azindan kismen durdurmak tzere yeterli
bir miktarda bir 6zneye uygulanir. Bunu saglamak Gzere yeterli bir miktar, “terapdtik

olarak etkili bir doz” olarak tanimlanir.

Burada agiklanan terapétik bilesimlerin uygulama yollari ve sikligi, ayrica dozaj, kisiden
kisiye ve ayni zamanda segilen ilaca gore degisecektir ve standart teknikler kullanilarak
hazir bir sekilde olusturulabilir. Genel olarak, farmasétik bilesimler érnedin, enjeksiyon
yoluyla {drnegin, intrakutandz, intratimoral, intramdskaler, intravendz veya
subkutandz), intranazal olarak (6rnegin, soluma yoluyla) veya oral olarak uygulanabilir.

Alternatif protokoller ayri hastalara yonelik uygun olabilir.

Teknikte uzman kisilerce anlasildi§i Uzere, dozlar mg/kg viicut agirhigindan mg/vicut
ylzey alanina donisturilebilir, sonuncusu insanlar dahil olmak (zere daha bilyik
memeli dzneler ile kullanima ydnelik uygundur. Allometrik dlgeklendirmeye yonelik
hesaplayicilar teknikte bilinir ve kolaylikla internetten temin edilebilir. Genel olarak,
allometrik dlgeklendirme 0.75-0.80"in bir Ussund kullanir. Daha fazla bilgi icin, West &
Brown, J Exp Bio 208, 1575-1592, 2005e bakiniz. Ek olarak, Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve ilag idaresi, 5600 Fishers Lane Rockville, MD 20857 adresinde
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bulunan ilag Bilgileri Egitim ve iletisim Dairesi Baskanligrndaki llag Degerlendirme ve
Gida ile ila¢ Uygulamasi Arastrmasina yonelik HFD-240 Merkezinden temin
edilebilen "Guidance for Industry: Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial

Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers” makalesini yayinlar.

Ornegin, 5 mg/kg 6TG 20 g olan bir fareye ydnelik 15.08 mg/m2 olan bir doza kargilik
gelir. Bu, 65 kg olan bir insana yonelik 0.4 mg/kg’a esittir. 6TG uygulamasindan sonra
absorpsiyon %30 olarak tahmin edilir, bu ylizden farelerdeki bu i.p. dozu insanlarda
yaklasik 1.3 mg/kg olan oral uygulamadan sonra absorbe edilmig bir doza karsilik gelir.
Pediatrik hastalarda ve yetiskinlerde 6TG tek-ajanli kemoterapiye yonelik klasik oral
doz, ginde 2 mg/kg viacut agirhgidir; 4 hafta sonra tedaviye herhangi bir yanitin

g6zlenmemesi halinde, doz 3 mg/kg'a ylkseltilebilir.

Bulus, ézneye yonelik asin 1sinlama veya asin 6TG dozajin takiben toksisiteden
kaginilmasi bakimindan beklenmeyen bir avantaj saglar. Sasirtici bir sekilde, etkili
kosullandirma ve kemik ilijinin yeniden yapilandiriimasi, tedavi suresi boyunca ve iki
ila sekiz hafta arasi bir sire boyunca 105 mg/kg'dan daha az toplam 6TG dozaj
kullanilarak sadlanabilir. Etkili melezleme, iki hafta kadar kisa bir sire boyunca 65
mg/kg'dan daha az toplam 6TG dozaji ile gézlenmistir. Ek olarak, yontem bir ayn
6znede toksisitenin izlenmesi ve her bir ézneye yoénelik minimal toksisite ile etkili
melezlemeyi optimize etmek lizere dozun ayarlanmasi segenegine olanak sadlar. Bazi
dizenlemelerde, 6zne melezleme-sonrasi tedaviler boyunca 1 veya 2.5 mg/kg vicut

agirhgi 6 TG olarak uygulanir.

Yontem ile uyumlu olarak tedavi edilen ozneler, %75'in Uzerinde genetik olarak
modifiye edilen hematopoetik hlcreleri gdsterecektir. Bazi diuzenlemelerde, dzne
%95'in Gzerinde nakil islemi ve kemo segiminden sonra genetik olarak modifiye edilen
hematopoetik hlicreleri gbsterir. Bagarili melezleme, c¢esitli araliklar ile periferik kan
veya kemik iliginin numune olarak alinmasi ile bir 6znede dogrulanabilir. Periferik kan
mononiikleer hicreleri, bunlar ile sinirh olmamak lzere polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), kantitatif gergek zamanli PCR (Q-PCR), arastirmaci nikleaz analizi {ayrica
'Cel-l assay' olarak da refere edilir), Southern blot analizi, Western blot/immunoblot
analizi, immunohistokimya veya immunositokimya, hicre i¢i boyama ile akis sitometrisi
analizi, HPRT enzimatik aktivite analizi, HPLC, kutle spektrometresi ve benzerini iceren

genel olarak dahil olmak Gzere teknikte uzman bir kiginin asgina oldugu ¢esitli standart
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teknikler kullanilarak fonksiyonel aktivitede HPRT gen bozulmasi, nakavti veya

azalmasinin izlenmesi yoluyla incelenebilir.

ORNEK

Asagidaki ornek, mevcut bulusu agiklamak ve bunun yapimi ve kullanimina yénelik
teknikte uzman bir kisiye yardimci olmak lzere temsil edilir. Ornekler, herhangi bir

sekilde bulusun kapsamini kisittama amacini tasimaz.

Ornek 1: 6-tiyokuanin ile tek basina kombine 6n kosullandirma ve in vivo kemo

secimi HPRT-eksikligi olan kemik iligi ile normal hematopoezin oldukca etkin

olarak yeniden yapilandirniilmasini saglar

6-tiyoguanin (6TG) gibi purin analoglan, hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaz
(HPRT) ile niikleatidlere ddnistirlldikten sonra miyelotoksisiteye neden olur. Bu
ornek, HPRT-eksikligi olan HSC'nin hem kosullandinimasi hem de in vivo kemo
segimine yonelik tek bir ajan olarak 6TG kullanan yeni ve oldukga etkili bir stratejinin
gelisimini gésterir. 6TG miyelotoksisitesinin doz-yaniti ve zaman seyri, ilkk énce HPRT-
dogal suslu fareler ve HPRT-eksikligi olan transgenik fareler ile kargilastinimistir. Dozaj
ve plan parametreleri, sincjenik HPRT-dogal suslu alicilara nakledilen HPRT-eksiklidi
olan transgenik dondr kemik iliginin (BM) in vivo kemo seciminden hemen sonra

miyelo-sitpresif kosullandirmaya yonelik 6TG’yi kullanmak (izere optimize edilmigtir.

Uygun dozajlarda 6TG, HPRT-dodal suslu farelerde ekstra-hematopoetik dokularin
uzerinde herhangi bir olumsuz etki olmadan secici miyelotoksisiteyi induklemigstir, dte
yandan HPRT aktivitesinde eksik olan HSC, bunun sitotoksik etkilerine olduk¢a direngli
olmustur. Kombine 6TG kosullandirma ve nakil sonrasi kemo segimi disik toplam
toksisite ile HPRT-eksikligi olan donér BM'ye yonelik tutarll olarak -%95 melezleme
elde etmistir. immiinfenotipik olarak normal BM'nin uzun-vadeli bir sekilde yeniden
yvapilandiriimasi, hem primer hem de sekonder alicilarda elde edilmistir. Bu sonuglar,
tek-ajanli 6TG'nin hem 1sinlama iglemi gerektirmeden miyelo-stpresif kogullandirmada
hem de HPRT-eksikligi olan dondr hiicrelerin in vivo kemo segiminde kullanilabilmesi
bakimindan kavrami kanitlar. Sonuclar, nakil isleminden hem o6nce (kosullandirma

olarak) hem de sonra (kemo secimi olarak) 6TG'nin miyelosupresif etkilerinin
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uygulanmasi yoluyla, HPRT-eksikligi olan hematopoetik kék hiicrelerin oldukc¢a etkili

olarak melezlenmesi saglanabilir.

Hematopoetik kdk hidcreleri kullanilarak ex vivo gen terapisinin klinik etkinlidi, secici bir
avantajin nakledilen hicrelere [1, 2] uygulanmasina badli clmaya devam eder.
Melezlemeyi gelistirmek ve lenfohematopoetik yeniden yapilandirmaya ydnelik gerekli
sireyi azaltmak (izere, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) [3] veya ¢oklu ilag-direncli gen 1
(MDR1) [4, 5] gibi ilag direngli genleri kullanan in vive segim stratejileri test edilmistir,
ancak kabul edilemez toksisite [6] veya yetersiz seg¢im etkinlidi [7] nedeniyle genel
olarak basarisiz olmustur. Mevcut olarak, O%-metilguanin-DNA-metiltransferazin
(MGMT) mutant formlar, O®-benzilguanin [8, 9] ile kombinasyon halinde BCNU veya
temozolomide karsi kemo Koruma saglama kabiliyetleri agisindan test edilir, ancak bu
ajanlar ayni zamanda onemli dlglde bir toksisite riski tasir ve yakin zamandaki
gbézlemler mutant MGMT nin vyiksek seviyelerde [10] ifade edildijinde segici bir

dezavantaj saglayabilecegdini belirtir.

Ozellikle, bu yaklagimlar genel olarak eksojen bir ilag direnci genini miyeloablatif
Isinlama ile 6n kosullanan alicilara fazlaca-ifade eden hematopoetik progenitdrlerin
nakline dayanir; ancak, kemo-direng sitotoksik ilaclarin aktivasyonuna ydnelik normal
olarak gerekli olan azalan endojen enzim seviyeleri ile saglanabilir. Bu baglamda, pirin
nikleotid kurtarma yolu enzimi hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaza (HPRT) ait
yiksek seviyelerin plrin analogu 6-tiyoguanine (6TG) [11] ybnelik artan duyarlihda
neden oldugu dnceden gozlemlenmigtir. 6TG’nin metabolik déntgimandn birinci adimi,
tiyvoguanozin monofosfatl {TGMP) Uretmek lzere riboz 5-fosfatin eklenmesine aracilik
eden HPRT [12] ile katalize edilir. Bu yuzden, 6TG sitotoksisite bunun akabinde
sonugsuz uyumsuzluk onarimi ve sonraki apoptoz dahil olmak Uzere DNA'ya dahil

edilen tiyo-dGTP’lere HPRT-aracili donusiminde temel olarak tahmin edilir.

Azalan aktivite yoluyla miyelo koruma saglamak (izere, endojen ilag-aktive edici enzim
normal olarak hematopoetik progenitorlerde oldukga fazla ifade edilmelidir, ancak
normal hematopoeze yodnelik gerekli dedildir. Ashinda, hematopoetik progenitérler
normal olarak bunlarn 6TG'ye olduk¢a duyarh hale getiren yiksek HPRT [13-16]
seviyelerini ifade eder. Gercekten, 6-merkaptopurin (6MP), azatiyopurin (Aza) ve 6TG
gibi pirin analoglar neredeyse yanm ylzyil boyunca [17] 6zellikle pediyatrik hastalarda

IGsemi tedavisine ve ayni zamanda organ nakli hastalarinda immiinostpresyona ve
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daha yakin zamanda otoimmiin hastaliklara ydnelik klinik olarak kullaniimistir. Daha
yuksek dozlarda, miyelotoksisite klinik olarak kullanildiginda ve kisa bir sure boyunca
uygun konsantrasyonlarda kullanildiginda 6TG'nin en sik ve sabit olumsuz etkisidir,
6TG normal HPRT-dogal suslu hayvanlarda [11] dider dokulara ydnelik ¢cok az toksisite

ile kuvvetli bir sekilde miyelospresiftir.

Aksine, HPRT-eksikligi olan hayvanlardan kemik iligi {(BM) 6TG'ye oldukca direnglidir
[11]. Ancak kayda deger bir sekilde, hematopoezizin Hprt-nakavt hayvanlarinda
fenatipik ve fonksiyonel olarak normal oldugu biz [11] ve digerleri [18] tarafindan
bulunmustur ve megaloblastik anemi durumlarinin insanlarda [19] kalitsal HPRT
eksikligi (Lesch-Nyhan sendromu) ile iligkilendirimesine ragmen, bunun adeninin [20]
oral uygulamasina iyi yamt verdigi rapor edilmistir. ilaveten, HPRT eksikliginin
insanlarda veya hayvanlarda [21] badisklik sisteminin herhangi bir sekilde bitlin olarak

zarar gormesi ile iliskili oldugu distintimez.

Bu gozlemler, 6TG-direnci olan ancak bunun disinda normal olan HPRT-eksikligi olan
progenitor hucrelerin 6TG tedavisi goren HPRT-dodal suslu alicilara nakledildiginde
secici bir avantaja sahip olmasi gerektigini ve bu stratejinin ex vivo gen terapisinin
sonucunu gelistirmek Gzere kullanilabilecegini belirtir. Aslinda, Porter ve DeGregori [22]
HSC'nin Hpri-hedefli shRNA'y ifade eden lentiviral bir vektér ile aktariimasinin ve bu
tasarlanmis hematopoetik hicrelerin farelerdeki 6TG kemo segimi ile in vivo olarak
iyilestirilmesinin fizibilitesini énceden gdstermistir. Ancak, bu Onceki raporda, 6TG
sadece orta derecede miyelosiipresif olacak sekilde veya nakil isleminden sonra 4
hafta veya daha fazla olarak baslatilan kisa bir secim suresinde secilen dozajlarda
uygulanmigtir ve toplam vicut 1ginlamasi ile 6n kosullandirma iglemine ragmen,
melezleme sonug¢lan %5 - 50 aralidinda olarak nispeten 1hmli ve oldukga degisken

olmustur [22].

Bu noktada, HPRT-eksikligi olan kemik iligi naklinden sonra melezleme ve
hematopoetik yeniden vyapilandirma (zerine 6TG uygulamasinin doz, slre ve
uzunlugunun degistiriimesinin etkileri sistematik olarak incelenmistir. Bir degisken
olarak vektér aktanm etkinligini disanda birakmak Uzere, 'ideal' dondr hicreleri olarak
Hprt-nakavt hayvanlarindan BM kullaniimistir, boylelikle hem (i) HPRT-dogal suslu
alicilarnin miyelosiupresif kosullandinimasina yonelik nakil-dncesinde hem de (i) HPRT-

eksikligi olan dandr hiicre populasycnlarinin kemao segici uygulamasina ydnelik nakil-
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sonrasinda 6TG dozajini modifiye etme ve parametreleri planlama etkilerine
odaklanmaya yardimci olur. Akabinde, burada 6TG'’yi hem 6n kosullandirma hem de in
vivo kemo secimine yonelik tek bir ajan olarak sirali bir sekilde uygulayan yeni bir
rejimin geligtirimesi agiklanir ve bu kombinasyon rejiminin hizli ve tutarh bir sekilde

oldukga etkili melezleme ve uzun-vadeli yeniden yapilandirma sadladiqini gosterir.

Matervaller ve yvontemler

Fareler

Hprt-eksikligi olan B6.129P2-Hprt1°%/J (CD45.2) fareleri, Hprt-dogal susuna sahip (wt)
C57BL/6J ve B6.SJL-Ptprc?Pepc’/Boy) (CD45.1) fareleri, orijinal olarak Jackson
Laboratory'den elde edilmistir (Bar Harbor, ME). B6.129P2-Hprt1*™/J fareleri,
promotdr ve Hpri-geninin birinci 2 eksonlar boyunca uzanan 55 kb'lik bir kayip tagir
[23]. Fareler vyetistiriimistir ve kurumsal kurallara gore standart kosullar altinda

kurumsal 6zel patojen igermeyen hayvan tesisinde korunmustur.

6TG tedavisi

C57BL/6J ve B6.129P2-Hprt1>™J fareleri, sekil agiklama yazilarinda agiklandidi Gzere
farkh zaman noktalarinda 6TG'yve (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO} ait 200 pul'lik
dedisen dozlarda intraperitoneal olarak (i.p.) enjekte edilmistir. Kontrol hayvanlari 200

Ml'lik steril H2O ile i.p. olarak enjekte edilmigtir.

Kemik iligi nakli ve 6TG in vivo kemo segimi

Disi alici C57BL/6J (HPRT-wt) veya B6.SJL-Ptprc?Pepc®/BoyJ (HPRT-wt, CD45.1)
fareleri, HSCT'den 48 saat 6nce i.p. enjeksiyonu yoluyla 10 mg/kg 6TG ile tedavi
edilmistir. HSCT'ye yénelik, B6.129P2-Hprt1>™%J erkek farelerinden (CD45.2) izole
edilen 0.8-1 x 107 gekirdekli BM hiicreleri, HPRT-wt alicilarina intravendz olarak enjekte
edilmistir. 6TG (10 mg/kg) 2 saat sonra ve 3 glinde bir bundan sonra 4 hafta boyunca 5
mg/kg'da i.p. enjeksiyonu ile tekrardan uygulanmistir. Sekonder alici farelere seri nakil,
ayni hiicre dozu ve 6 ay once 6TG /n vivo kemo segimi ile nakil islemi gergeklestiren
primer alici farelerden BM'nin kullanilmasi haricinde yukandaki gibi 6TG dn

kosullandirma/kemo se¢imi rejimi kullamlarak gergeklestirilmistir.
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Fare koromozomu X- ve Y’ye 6zgii florans in situ hibridizasyon

FISH, Ureticinin protokoliine gbre fareye 6zgld Tum Kromozom-Y boya probu/RAB9
(XgF1) DNA problar kangsimi {Kreatech, Amsterdam, Hollanda) kullanilarak BM ve
PBL hucrelerinin Gizerinde gergeklestiriimistir. Erkek dondr HPRT-wt hlcrelerinin disi
alici C57BL/6J farelerindeki ylzdesini belirlemek Gzere, her bir cam deney plakasi igin
200 c¢ekirdek, uygun gift ve Ug-renkli filtreler ile donatilan bir floresan mikroskop (Zeiss)
kullanilarak sayilmigtir. Asagidaki kriterler FISHnin analiz edilmesine yonelik
uygulanmistir: (1) cekirdedin kalitesi DAPI boyamasi araciidiyla dederlendirilmistir, (2)
Y-kromozomuna yoénelik yesil floresan sinyal puanlanmigtir, (3) X-kromozomuna
yénelik kirmizi floresan sinyal puanlanmigtir, (4) Y-kromozomu ¢ekirdedine yodnelik
yesil floresan sinyalin yoklugu, sadece bir X-kromozomu tespit edildiginde dahi disi
olarak rapor edilmistir (Ek Sekil $1; ek sekiller igin Deneysel Hematoloji 2012, 40:3-
13’e bakiniz).

Hematopoetik dokularin immiinofenotipik analizi

Fare BD Fc Blogu (BD Biosciences, San Jose, Kalifomiya) ile engellemeden sonra,
BM, PBL, timis veya dalak hiicreleri CD45, CD45.2, CD4, CD8, Mac1/Gr1, B220, Sca-
1, c-kit ve soy antikor kokteyline karsi FITC-, PE-, PerCP- veya APC-konjuge sigan
anti-fare antikorlan ile boyanmistir. Antikorlar Biolegend (San Diego, Kalifomiya) veya
BD Biosciences sirketinden alinmigtir. Akig sitometrik verileri, bir BD LSRII running BD
FACSDiva (BD Biosciences) ile elde edilmigtir ve FlowJo yazihmi (TreeStar, Ashland,

Oregon) kullamlarak analiz edilmistir (Ek Sekil S2).

Histopatolojik analiz

Bu galismada kullanilan tiim farelerin nekropsisi ve tiim torasik ve abdominal organlar
ve kemik iligini histolojik incelemesi, UCLA Laboratuvar Hayvani Tibbi Diagnostik
Hizmet Laboratuvan Bolimi tarafindan gerceklestirilmistir. Dokular rutin islenmistir
veya gerekli olmasi halinde dekalsifiye edilmistir ve parafin kesitleri kesilmistir ve

hematoksilen ve eozin (H & E) ile boyanmustir.

istatistiksel analiz
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Veriler, QuickCalcs istatistiksel yaziim programi (Graphpad Software Inc.) kullanilarak
analiz edilmigtir. Eglegtiriimemis t-testleri, p degerlerini hesaplamak tzere kullanmilmigtir

ve p<0.05 istatistiksel olarak dnemli clarak dikkate alinmistir.

Sonuglar

HPRT-wt farelerde 6TG’nin akut miyelotoksisitesi

Hematopoetik progenitdrlerde HPRT ifadesinin yiksek seviyeleri, 6TG'nin secici bir
miyelotoksik etkisine aracilik etmek ve bir kogullandirma rejimi olarak kullanimasin
sadlamak uUzere tahmin edilir. Buna gbre, HPRT-wt farelerinde cesitli dozajlarda
6TG'ye ait bolus enjeksiyonlarindan sonra BM Uzerinde kisa-vadeli etkiler incelenmistir.
2.5 mg/kg, 5.0 mg/kg veya 10 mg/kg’hk 6TG'ye ait tek bir dozun intraperitoneal
enjeksiyonu, Gun 1'de veya 10 mg/kg’'lik iki doz enjeksiyonu Glnler 1 ve 3'te
gerceklestiriimistir ve BM histolojisi Glin 4'te incelenmistir. Artan miyelotoksisite, toplam
6TG dozaj arttikga gdzlenmistir (Sekil 1A). Vaskuler yapilar asamali olarak belirgin
hale gelmistir ve hem eritroid hem de miyeloid soylarinin hiicreleri tiketilmistir. Sadece
vaskiler endotelyum, mezenkimal hlcreleri, birkag olgun grandlosit ve makrofaj ve az
rastlanan hematopoetik progenitér hiicreler test edilen en yiksek 6TG dozunda

gOrdlmistir (Sekil 1B).

Yukaridaki rejimlerin herhangi biri ile kolaylikla géralen herhangi bir klinik belirti Gin
4'te gbzlenmemistir, ancak gbzlem periyodu uzatildiginda, kilo kaybi ve ekstremitelerin
soluklugu Gun 7'de géralmustur. BM'nin histolojik olarak incelenmesi, ilave 6 TG dozlar
uygulanmasa bile Gun 4 ile Gun 7 arasinda artan bir siddet gdstermistir (Sekil 1A, 2A).
Klinik ve histolojik bulgular ile uyumlu olarak, iki doz 10 mg/kg’'lik 6TG ile tedavi edilen
ve Gin 7'de analiz edilen HPRT-wt farelerine ait BM, ara¢ kontrol( ile tedavi edilen
HPRT-wt farelerinin igerdigi sayiya (1.1x107 + 0.2x107, n=3) (p<0.01) gdre bir uyluk ve
kaval kemiginden kurtarilan BM c¢ekirdekli hiicre sayisinda (4.7x10° £1.0x10°%, n=3)

dnemli dlglde nicel bir azalma gdstermistir.

Geriye kalan BM hematopoetik hucrelerin akis sitometrisi ile immuanofenotipik analizi
(Tablo 1), uzun-vadeli ¢cok soylu yeniden yapilandirma aktivitesi [24] ile HSC'yi iceren

ilgili KLS (lin"/c-kit*/sca-1") progenitdrleri oraninin, Gin 4’e kadar 3-kat {p<0.01) ve Gin
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7'ye kadar 10-kat (p<0.001) olacak sekilde dnemli dlgide azaldifini ortaya ¢ikarmistir
(Tablo 1-iii, -iv). Olgun CD8+ ve CD4+ T hicrelerinin ilgili yuzdesi, BM histolojisinde de
gorilebilecedi uzere muhtemelen c¢ok fazla genislemis kan damarlan ve periferik
kan/kanama akigl nedeniyle Gln 7’deki kontrollere kiyasla 7-kata (p<0.001) ulasarak
6TG uygulamasindan bir slire sonra asamall olarak artmistir. B220+ hicrelerinin ilgili
yiizdesi, Gin 4te herhangi bir kayda defer degisiklik gdstermemigtir, ancak 6TG

uygulamasindan sonra Giin 7°deki kontrollere kiyasla iki katina gikmistir.

Tablo 1. 6TG kosullandirma rejiminden sonra BM hematopoetik hiicrelerin

immiinofenotipik analizi.

BM hiicreleri, asagidaki sigan anti-fare antikorlari ile boyanmistir. CD45-FITC,
CD4-PE, CD8-APC, B220-PerCP, Mac1/Gr1-PE, Sca-1-PE ve c-kit-FITC ve
akis sitometrisi ile incelenmistir.

Tedavi ve analiz planlan kuac¢ik roma rakamlan ile belirtilir ve Sekil 1'deki
gibidir. {i): Gun 1'de ara¢ kontrold, Gln 4'te analiz. {ii) Gun 1'de 10 mg/kg'lik
6TG'nin tek dozu, Gun 4'te analiz. (jii); Gunler 1 ve 3'te 10 mg/kg’hk 6 TG nin
iki dozu, GUn 4'te analiz. (iv) & (v): Glinler 1 ve 3'te 10 mg/kg’hk 6TG’nin iki
dozu, Gln 7'de analiz. En son iki kolon, sirasiyla HPRT-wt (iv) ve HPRT-
eksikli olan (v) farelerde ayni 6TG dozaji ve planinin {10 mg/kg 6TG x 2
doz) ii¢ sonucunu gdsterir. Belirtilen hematopoetik hiicre alt poplilasyonuna
ait yuzdeler, toplam CD45+ hiicrelerine ait ortalama % * SD olarak ifade edilir

(her bir grup icin n=3).

HPRT-
Hiicre HPRT-dogal susu

eksikligi
popiilasyonu

i i ifi iv v

CD45* 915424 957408 95.7+01 828151 90.0+2.0
CD4* 3.510.4 119425 9.6+06 205431 29117
CD8* 3.6£0.1 53+1.7 52104  25.0+2.7 2.7+04
B220* 28.4+3.3 231122 26.2+1.8 56.3t1.5 10.7£3.5
Mac1*/Gr1* 75.8+1.1 854+1.8 81.0£1.3 61.843.0 79.3+29

KLS (HSC) 42+06 1.3+02 1405 04+0.2 2006
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Onemli élgiide, karaciger enzimleri HPRT-wt farelerinde bu kosullandirma rejimini
takiben yukselmemistir, 6TG sitotoksisitesinin bu dozajda hematapoetik progenitdrlere
yonelik seciciligini belirtir ve miyeloslpresif bir kosullandirma rejimi olarak bunun

potansiyel kullanimini énerir.

HPRT-eksikligi olan farelerde 6TG kosullandirma dozajinda miyelotoksisite

eksikligi

Yukaridaki bulgulara zit olarak, HPRT-eksikli§i olan fareler maksimum dozajlama ile
muamele edildiginde (Glnler 1 ve 3'te iki doz 10 mg/kg’lik 6TG), kemik iligi histolojisi
Gln 7’de higbir sekilde etkilenmeden kalmistir (Sekil 2A) ve arag kontrol grubununki ile
karsilastinlabilir olmustur (Sekil 1A). Onemli bir sekilde, 6TG ile tedavi edilen HPRT-
eksikligi olan farelere ait bir uyluk ve kaval kemiginden elde edilen gekirdekli BM
hiicrelerinin toplam sayisi (1.5x107 £0.3x107, n=3), ayni zamanda ara¢ kontroll{i-tedavi
edilen HPRT-wt farelerinin igerdigi say1 (1.1x107 £ 0.2x107, n=3) ile karsilagtinlabilir
olmustur ve ayni 6TG rejimi ile tedavi edilen HPRT-wt farelerin icerdidi sayidan
(4.7x10° £1.0x10%, n=3) (p<0.005) biyilk dlgiide daha yiksek olmustur.

llaveten, 6TG ile tedavi edilen HPRT-eksikli§i olan farelere ait BM'de hematopoetik
hiicre alt popllasyonlarinin orani {Tablo 1-v), arag kontrolli-tedavi edilen HPRT-wt
farelerinin (Tablo 1-i) ve tedavi edilmemis HPRT-wt farelerinin (Tablo 2, %BM kolonu)
ve aynl zamanda tedavi edilmemis HPRT-eksikligi olan farelerin (Tablo 3, %BM kolon)

orani ile kargilastinlabilir olmustur.

Table 2. Tedavi gormemis HPRT-wt farelerinde hematopoetik hicrelerin

immiinofenotipik analizi.

BM, PBL, dalak (S) ve timus (T) asagidaki sican anti-fare antikorlar ile
boyanmistir: CD45-FITC (BM, PBL, T, S), CD4-PE (BM, PBL, T, S), CD8-APC
(BM, PBL, T, S), Mac1/Gr1-PE (BM, PBL, S), B220-PerCP (BM, PBL, S), Sca-
1-PE (BM) ve c-kit-FITC {BM) ve akis sitometrisi ile incelenmistir. Belirtilen
hematopoetik hiicre alt popllasyonlarinin ylzdeleri toplam CD45+ hiicrelerine

ait ortalama % % SD clarak ifade edilir {her bir grup icin n=3).
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Hiicre popiilasyonu BM (%)  PBL (%) Timiis (%) Dalak (%)
CD45* 926+3.2  98.610.5 98.710.6  97.1%1.0
cD4* 3.9+1.6 12.2¢2.6 6.5+2.1 19.7¢1.7
cDs* 1.6£0.8 11.41.7 3.641.2 16.50.3
CD4*/CD8* 85.6+4.3

B220* 20482  47.8+13.2 54.4+4.9
Mac1*/Gr1* 87.3t8.1  36.145.0 18.743.9
KLS (HSC) 3.642.4

Tablo 3. Tedavi gormemis HPRT-eksikligi clan farelerde hematopoetik hticrelerin

immiinofenotipik analizi.

BM, PBL, dalak {S) ve timis (T) asadidaki sican anti-fare antikorlan ile
boyanmistir: CD45-FITC (BM, PBL, T, S), CD4-PE (BM, PBL, T, S), CD8-APC
(BM, PBL, T, S), Mac1/Gr1-PE (BM, PBL, S), B220-PerCP (BM, PBL, S), Sca-
1-PE (BM) ve c-kit-FITC (BM) ve akis sitometrisi ile incelenmistir. Belirtilen
hematopoetik hicre alt populasyonlarinin ylizdeleri toplam CD45+ hicrelerine

ait ortalama % = SD olarak ifade edilir (her bir grup i¢in n=3).

Hiicre popiilasyonu BM (%) PBL (%) Timis (%) Dalak (%)
CD45" 92.3+1.3  96.1+27  98.7+0.4  94.9:+18
cb4* 4.9+1.4 15908  6.5£1.0 18.4+2.7
cps* 2.410.2 11.7¢.0.7  2.9+0.1 11.8£1.9
CD4*/CD8* 86.9+0.9

B220* 28.242.7  55.7+2.9 51.3+5.5
Mac1*/Gr1* 79.742.2  30.1:4.0 9.9+1.8
KLS (HSC) 3.3:0.5

Birlikte ele alindiginda, bu sonuglar iki doz kadar 10 mg/kg 6TG’nin 7 ginde olusan
asamal olarak artan miyelotoksisite ile HSCT'den dnce 3 gin kadar iyi bir gekilde

tolere edilebilen etkili bir kosullandirma rejimi olarak kullanilabilecegini belirtmigtir.
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HPRT-wt alicilarinda 6TG kosullandirmasindan sonra HPRT-eksikligi olan BM’nin

nakli

Yukarnda olusturulan plana badl olarak, 6TG (10 mg/kg i.p.) yukarida aciklandigi lzere
her bir plan igin bir dozun 48 saat 6nce (bu noktada Gilin 1 yerine Giin -2 oclarak
belirtilir) uygulanmasi ve bir dozun nakil islemi gliniinde {Gln 3 yerine Gin 0 olarak
belirtilir) uygulanmasi yoluyla HPRT-wt alicilarinda (CD45.1) bir kosullandirma rejimi
olarak kullaniimigtir. Kosullandirmadan sonra, HPRT-wt alicilari akabinde HPRT-
eksikligi olan konjenik donérlerden (CD45.2) BM ile nakledilmistir.

Gilin 4'te, kemik ilii daha az erken progenitér hilicreleri ve artan vaskiilarite ile azalan
hicresellik gostermistir (Sekil 2B) ve HPRT-eksikligi olan BM ile nakledilen bu 6TG-
kosullu HPRT-wt farelerinden kurtarnilan c¢ekirdekli BM hicrelerinin toplam sayisi
(3.8x10% + 0.5x10°%, n=4), ara¢ kontrolli-tedavi edilen HPRT-wt grubunun sayisina
(1.1x107 £ 0.2x107, n=3) kiyasla yine de 6nemli dlgiide azaltiimistir (p<0.001). BM'nin
akig sitometrik analizi, glin 4'te toplam hicre popllasyonunun sadece %17.8 *
%4.4'Untn dondr HPRT-eksikligi olan CD45.2+ hematopoetik hicrelerden derive

edildigini gostermistir.

Kronik duisiik-dozlu 6TG tedavisinden sonra miyelotoksisiteye yonelik esik

6TG dn kogullandirmasinin yiuksek melezleme seviyelerini elde etmek Gzere tek basina
yeterli olmayabilecedini yukaridaki sonuglarin belirtti§i Gzere, daha disik 6TG dozlar
ile kronik tedavi goz dnune alindiginda gerceklestiriimistir. HPRT-wt ve HPRT-eksikligi
olan farelere (grup bagina n=3), ara¢ ile tek bagina 60 gin kadar her 3 ginde bir 0.25
mg/kg, 0.5 mg/kg, 1.0 mg/kg, 2.5 mg/kg veya 5.0 mg/kg’'hk 6TG i.p. olarak enjekte
edilmigtir. HPRT-wt farelerinde, arag kontrol grubu ayni zamanda 0.25 mg/kg ve 0.5
mg/kg’lik 6TG gruplan 60 giinliik bir siire boyunca %100 hayatta kalma gostermistir ve
0.25 mg/kg ve 0.5 mg/kg'hk 6TG gruplarinda BM'nin histolojik incelemesi, Gin 60’ta

normal hiicresellik gostermistir ($ekil 3).

Aksine, HPRT-wt 1.0 mg/kg’lhik 6 TG grubunda, gun 38'de (13 mg/kg toplam dozaj), Gun
42'de (14 mg/kg toplam dozaj) ve Gun 51°de (17 mg/kg toplam dozaj) dlimler meydana
gelmistir {Tablo S1). Daha yiksek dozajlarda, 2.5 mg/kg veya 5 mg/kg’lik tekrar eden
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6TG enjeksiyonlar alan HPRT-wt fareleri, siirekli olarak ilerleyen klinik sikinti belirtileri
(hareketsizlik, kambur durug, kendi kendini temizleme eksikligi, anokreksi), anemi
(ekstremitelerin soluklugu) ve %>10 kilo kaybi gostermistir, kurumsal kurallara gore
sirasiyla Gun 28de (2.5 mg/kg 6TG grubu; 22.5 mg/kg toplam dozaj) ve Glin 22'de
(5.0 mg/kg 6TG grubu; 35 mg/kg toplam dozaj) clmeleri gerekli olmustur. BM'nin 1.0
mg/kg'llk 6TG grubundan histolojik olarak incelenmesi, birgok apoptotik bigim
gostermistir ve hasara yonelik bir baslangig aktivasyon yaniti yansitarak daha diisik
dozaj gruplarina gére daha fazla blast hiicre gozlenmistir {Sekil 3; Gin 38). daha
yiksek dozaj gruplarn ayni zamanda her bir grupta 6TG'nin kiimiilatif dozaji ile orantil
olan lezyonlarin siddeti ile dnemli dlgide azalmis hicresellik ve vaskiler yapilarin
geniglemesini gostermigtir. 2.5 mg/kg’ik 6TG'nin tekrar eden dozlan ile tedavi edilen
fareler, azalan hdcresellik ve yaygin apoptoz gostermistir (Gin 28). 5 mg/kg’'lk en
yuksek kronik dozajda, hayatta kalan hlcrelerin birgogunun miyeloid soydan gelmesi

ile BM 6&nemli derecede tikenmistir (Gun 22).

HPRT-wt farelerinin aksine, HPRT-eksiklidi olan farelerin tiimi, enjekie edilen 6TG
dozajindan (yukandaki ile ayni dozlama planlarina gdre uygulanan 105 mg/kg’a kadar
maksimum toplam doz) {Tablo S1) badimsiz olarak deney boyunca hayatta kalmigtir
(60 gun). HPRT-eksikligi olan farelerin herhangi birinde, Gln 60ta deneyin bitig zaman
noktasinda 6 TG dozajina bakimaksizin kayda deder bir BM patolojisi gdzlenmemistir
(Sekil 3). Kalp, akciger, karaciger, pankreas, bobrek ve dalak dahil olmak (zere
incelenen dokulann herhangi birinde kayda deger tedavi ile alakali bir anormallik
gozlenmemistir. Bu ylzden, HPRT-eksiklidi olan fareler, HPRT-wt farelerinde &limcal
miyelotoksisiteye neden olan 1.0 mg/kg, 2.5 mg/kg ve 5.0 mg/kg’lik dozlarda kronik

6TG tedavisinin herhangi bir toksik etkisini gdstermemigtir.

Kombine 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo sec¢imi HPRT-eksikligi olan

BM’nin sirekli ve oldukca etkin bir sekilde melezlenmesini saglar

Yukaridaki doz-bulucu ¢alismaya badl olarak, akabinde HPRT-wt alicilarinda HPRT-
eksikligi olan BM'nin naklinden hemen sonra baslayan disik 6TG dozlarinin strekli
olarak uygulanmasi ile kombine edilen 6TG dnceden kosullandirma igleminin
melezlenen dondr hucrelere yodnelik daha fazla kemo secici buyltmeyi elde edip
edemeyecedi sorulmusgtur. Buna goére, disi HPRT-wt fareleri dnceden olugturulan her

bir kosullandirma planina yonelik bir dozun 48 saat énce (Gun -2) uygulanmasi ve bir
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dozun nakil igslemi gininde (Gian 0) uygulanmasi yoluyla 6TG (10 mg/kg i.p.) ile
onceden kosullandinlmistir. HPRT-wt disi alicilari akabinde HPRT-eksiklidi olan erkek
BM ile nakledilmigtir ve yukaridaki kronik miyelotoksisite sonuglarina bagli olarak,
alicilar ayrica 2 hafta boyunca (30 mg/kg toplam dozaj) ve 4 hafta boyunca (42.5
mg/kg) her 3 ginde bir 2.5 mag/kg'lk 6TG'nin tekrar eden dozlan veya 2 hafta boyunca
(40 mg/kg toplam dozaj) veya 4 hafta hoyunca (65 mg/kg toplam dozaj) her 3 giinde bir
5.0 mg/kg'lik 86TG'nin tekrar eden dozlan ile tedavi edilmistir. Analiz, sirasiyla 2 hafta
veya 4 haftada in vivo kemo segimi periyodundan hemen sonra gergeklestirilmistir
(Sekil 4).

Beklendidi Uzere, kombine 6TG kosullandirmasi, HSCT, ve 6TG in vivo kemo secimi
prosedurleri iyi tolere edilmigtir ve herhangi bir sikinti belirtisi gdézlenmemigtir. 6TG ile
tedavi edilen gruplarin timinde, nakil islemi geciren hayvanlann %1000 hayatta
kalmigtir (2 hafta tedavi; n=3 ve 4 hafta tedavi; n=8). Vicut agirklar, 6TG ile tedavi
edilen hayvanlarda nakil isleminden sonra birinci haftada baslangigta dismustir, ancak
stabilize edilmistir ve tim hayvanlar bundan sonra normal kilolarina donmudstdr.
Histopatolojik analiz, nakil islemi geciren hayvanlardaki genel hicresellk ve
hematopoezin 6TG kemo secimi dozajl ve siresine bakilmaksizin tedavi edilmemis

HPRT-wt kontrolinden ayirt edilebilir oldugunu gdstermistir (Sekil 4).

Kromozom XY-FISH [25, 26], 2 hafta 6 TG kemo secgimi alan gruplarda, bu zaman
noktasinda BM'nin %89.321.7 (2.5 mg/kg grubu) ve %95.5£1.2 (5 mg/kg grubu)
seviyelerinde donor-deriveli ilik ile goktan fazla miktarda tekrardan yapilandirnimig
oldugunu gdstermigtir. 2 haftada donér-deriveli periferik kan 1&kositlerinin  (PBL)
yuzdeleri, sirasiyla %13.0t4.6 (2.5 mg/kg grubu) ve %12.7£2.9 (5.0 mg/kg grubu)
olmustur (Tablo 4). in vivo kemo segimi HSCT'den sonra 4 haftaya kadar devam
ettiginde, dondr-deriveli BM hdcrelerinin yuzdesi tekrardan hem 2.5 mg/kg grubunda
(%95.3+0.9) hem de 5.0 mg/kg grubunda (%96.711.2) son derece yiiksek bulunmustur.
Kayda deger bir sekilde, dondr-deriveli PBL'nin ylzdesi, 4 haftada 2.5 mg/kg grubuna
(%29.921.9) kiyasla 5.0 mg/kg grubunda (%39.71+3) Onemli Olglide daha yilksek
(p<0.005) ve ayni zamanda her iki dozdan biri ile 2 hafta kemo secimi alan gruplara
gére dnemli di¢clide daha yiksek (p<0.0002) olmustur (Tablo 4). Bu yiizden, 4 hafta
boyunca her 3 glinde bir 5 mg/kg'lk 6TG ile devam eden in vivo kemo segimi ile
kombine edilerek Gin -2 ve Gun 0’da 10 mg/kg’lik 6TG ile 6n kosullandirma, HPRT-

eksikligi olan dondr hiicreler ile BM melezlemesinin maksimum seviyelerini ve ayni
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zamanda donér-deriveli PBL'nin en yilkksek seviyelerini vermistir; bu rejim diger

c¢ahismalarda kullanilmistir.

Table 4. Kombine 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo segiminden sonra

hayatta kalma ve melezleme.

in vivo kemo secimine yénelik tedavi planlar asa@idaki gibidir: 2 hafta
boyunca 2.5 mg/kg’hk 6TG, 2 hafta boyunca 5.0 mg/kghk 6TG, 4 hafta
boyunca 2.5 mg/kg’lik 6TG veya 4 hafta boyunca 5.0 mg/kg’lik 6TG ile in vivo
kemo secimi. Tum tedavi gruplan, %100 olan bir hayatta kalma orani
gostermistir. HPRT-wt disi alici BM ve PBL'de HPRT-eksikligi olan erkek
hematopoetik hicrelerin melezlenmesi, kromozom XY-FISH ile belidenmistir
(ortalama% £ SD).

Melezleme

Tedavi Hayatta kalma (%) BM (%) PBL (%)
6TG 2.5 mg/kg 2

100 (n=3) 89.311.7 13.0t4.6
hafta
6TG 5.0 mg/kg 2

100 (n=3) 95.5+1.2 12.7+£2.9
hafta
6TG 2.5 mg/kg 4

100 (n=3) 95.310.9 29.9+1.9
hafta
6TG 5.0 mg/kg 4

100 (n=8) 96.7+1.2 39.7+£ 3.0

hafta

HPRT-eksikligi olan BM’nin_uzun-vadeli yeniden yapilandiriilmasinda kombine

6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo secimi sonuclarn

Yukarida olusturulan kombine 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo secim rejimi
kullanilarak HPRT-eksikligi olan dondr BM ile melezlemesinin devamhhdi, nakil
isleminden sonra 4 ay, 7 ay veya 12 ay (yani, sirasiyla 4-haftalik in vivo kemo seg¢imi
periyodu bitiminden sonra 3 ay, 6 ay ve 11 ay) incelenmigtir. Nakil islemi gegiren tim

hayvanlar {4 ay: n=8; 7 ay: n=6; 12 ay: n=5) incelenen tim zaman noktalarinda sag ve
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iyi kalmistir, hi¢cbir sekilde morbidite veya rahatsizlhk belirtileri gdstermemistir. Bu
hayvanlarin kabaca patolojik ve histolojik olarak incelenmesi, kayda deger bir sekilde

herhangi bir anormallik gdstermemistir.

Dondr-deriveli progenitér hucreleri ile lemfohematopoetige yonelik gok-soylu yeniden
yapilandirma, kembine 6TG &n kosullandirmasi ve in vivo kemo segimi ile HSCT'den 4
ay sonra, yani 4-haftalik kemo sec¢imi periyodu bittikten 3 ay sonra degerlendirilmistir.
BM, PBL, timis ve dalaga yonelik imminofenotip, dondrler olarak HPRT-eksikligi olan
CD45.2 fareleri ve alicilar olarak HPRT-wt CD45.1 fareleri kullanilarak konjeneik bir
CD45.1/CD45.2 nakil dizenlemesinde gerceklestiriimistir (n=5). Hematopoetik
dokularin tdmua, CD45.2+ donér hucrelerinin toplam kemik iliginin %75'ini asan
seviyelerde ylksek miktarda melezlenmesini gdstermistir (Tablo 5). Dondr-deriveli
CD45.2+ populasyonuna ait immunofenotip, T hicreleri (CD4/CD8), B220+ hucreleri ve
makrofajlar/ granilositlere (Mac-1/Gr1) ait ilgili yizdelerin, tedavi gdrmemis kontrollerin

yuzdeleri ile kargilastinlabilir oldugunu gdstermistir (Tablolar 2 ve 3).

Tablo 5. Konjeneik bir CD45.1/CD45.2 nakil modelinde 6TG kogullandirmasi ve in
vivo kemo seg¢imi rejimi kullanilarak nakil isleminden 4 ay sonra hematopoetik
dokularin immiinofenotipik analizi. 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo secimi
metinde aciklandigi Gzere gergeklestiriimistir. Ahci BM ve PBL asagdidaki sigan anti-fare
antikoran ile boyanmistir: CD45.2-FITC (BM, PBL, T, S), CD4-PE (BM, PBL, T, S),
CD8-APC (BM, PBL, T, S), Mac1/Gr1-PE (BM, PBL), B220-PerCP (BM, PBL, S) ve
akig sitometrisi ile incelenmigtir. Belirtilen hematopoetik hiicre alt populasyonlarinin
yuzdeleri, toplam CD45.2+ hicrelerine ait ortalama % + SD olarak ifade edilir (her bir

grup icin n=5).

Hiicre poplilasyonu BM (%) PBL (%) Timis (%) Dalak (%)

CD45.2* 76.119.3 73.8452 89.7+83 65.9+52
CD4* 3.241.3 17.0£3.0 104128 22.6+3.6
CcDg* 3.0+1.3 12.7£0.9 4.3+0.8 14.9+21
CD4*/CD8* 79.314 .2

B220* 29.3+6.3 45.4+3.8 58.2+8.6

Mac1*/Gr1* 80.68+6.1 28.2+3.3 14.1£1.6
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Melezleme seviyeleri ayni zamanda nakil-sonrasi 4-ay, 7-ay ve 12-ay seklindeki zaman
noktalarinda kromozom XY-FISH ile dederlendiriimistir. Yliksek seviyelerde dondr-
deriveli BM ile sabit uzun-vadeli yeniden yapllandirma, nakil isleminden sonra sirasiyla
%97.7 + %0.5 (4 ay), %94.7 + %1.9 (7 ay) ve %93.0 + %0.8 (12 ay) seklindeki
melezleme seviyeleri ile tim zaman noktalarinda goézlenmistir (Sekil 5). ilaveten, donér-
deriveli PBL'nin ylzdesi, 4-haftalik 6TG secim periyodundan hemen sonraki seviye
(%39.7 + %3.0) ile kiyaslandiginda blytk &lcide artmistir {4 ayda %67.4 + %10.6,
p=0.01; 7 ayda %73.3 £ %7.9, p<0.01; 12 ayda %73.0 £ %10.7, p<0.01).

CD4+ ve CD8+ hucreleri, B220+ hicreleri ve Mac-1+/Gr1+ hicreleri ve aynca KLS (lin-
/sca-1*/c-kit*) HSC'ye ait ilgili ylzdeler 4 ayda, 7 ayda ve 12 ayda immunofenotip islemi
ile BM'de belirlenmistir (Tablo 6) ve tedavi gdrmemis disi HPRT-wt (Tablo 2) ve tedavi
gérmemis erkek HPRT-eksikligi olan (Tablo 3) kontrol fareleri ile karsilastirimistir. Ug
zaman noktasinin timinde, KLS hiicrelerinin 4 ay ve 7 ayda ve HSCT'den sonra 12
ayda normal aralkta ylkselmesine ragmen her bir hiicre populasyonunun ilgili yizdesi
kontrollerin ylzdesi karsilastirilabilir olmustur. Bu yizden, HPRT-eksiklidi olan dondr-
deriveli ilik, nakil-sonrasi en az 12 ay boyunca normal hematopoeze ydnelik uzun-

vadeli yeniden yapilandirma saglayabilmistir.

Tablo 6. 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo segimi rejimi kullanilarak HPRT-
eksikligi olan BM ile nakil-sonrasi 4 ay, 7 ay ve 12 ayda BM'nin immiinofenotipik
analizi. 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo secgimi ile HSCT'den sonra belirtilen
zaman noktalar, alici BM hiicreleri asagidaki sican anti-fare antikorlar ile boyanmistir:
CD45-FITC, CD4-PE, CD8-APC, Mac1/Gr1-PE, B220-PerCP, Sca-1-PE ve c-kit-FITC
ve akis sitometrisi ile incelenmistir. Belirtilen hematopoetik hiicre alt popllasyonlarinin

ylUzdeleri toplam CD45+ hiicrelerine ait ortalama % * SD olarak ifade edilir.

Hiicre popiilasyonu 4ayBM (%) T7ayBM (%) 12ay BM (%)
CD45* 91.621.9 94.342.1 82.5+4.9
cD4* 2.5:0.6 3.80.2 2.842.7

cD8* 1.9+0.1 2.2+0.4 1.8+0.6



10

15

20

25

29

Hiicre popiilasyonu 4ayBM (%) 7ayBM (%) 12ay BM (%)

B220* 518124 32.9+3.8 11.51+2.8
Mac1*/Gr1* 77.0£13.0 80.8+2.3 72354
KLS (HSC) 7.8+1.0 7.0+1.1 1.8+0.6

HPRT-eksikligi olan donér BM'nin kombine 6TG kosullandirmasi ve kemo segimi

ile_birbirini_izleyen nakil isleminden sonra sekonder alicilarin _hematopoetik

yeniden yapilandiriimasi

6TG kosullandirmasini kemo segimi ile kombine eden optimize rejimin, uzun-vadeli
yeniden yerlesen HSC'lere yonelik secim yapip yapmadigini daha ayrintih olarak
degerlendirmek Uzere, akabinde BM nakil-sonrasi 7 ayda primer alicilardan ayni rejimi
kullanan sekonder alicilara [27] nakledilmistir. Sekonder nakil ahcilar akabinde 4-
haftalik 6TG in vivo kemo seciminin bhitiminden sonra 3 ay korunmustur (Ek Sekil S3).
6TG kosullandirmasi ve kemo secgiminden sonra, primer alicilari melezlemis olan
HPRT-eksikligi olan erkek donér hiicreler, sekonder disi alicilan yiliksek seviyelerde
seri olarak yeniden yerlestirebilmistir (XY-FISH ile belirlendigi (izere %95.5 £ %1.1).
immi’mofenotipik analiz, sekonder alicilara ait BM ve PBL'de incelenen tim hiicre
populasyonlarinin  yuzdelerinin (Tablo 7), tedavi gérmemis kontrollerin yuzdeleri

(Tablolar 2 ve 3} ile tekrardan kargilagtinlabilir oldugunu ortaya cikarmigtir.

Table 7. HPRT-eksikligi olan BM'nin 6TG kosullandirmasi ve in vivo kemo se¢imi
ile birbirini izleyen nakil isleminden sonra sekonder alicilarda hematopoetik
hicrelerin immunopenotipik analizi. 6TG kosullandirmasi ve in vive kemo secimi
rejimi ile birbirini izleyen nakil islemi, Sekil S3'te agiklandidi Gizere gergeklestiriimistir.
Sekonder alicit BM ve PBL, agagidaki sigan anti-fare antikorlar ile boyanmigtir: CD45-
FITC (BM, PBL), CD4-PE (BM, PBL), CD8-APC (BM, PBL), Mac1/Gr1-PE {BM, PBL)
ve B220-PerCP (BM, PBL) ve akis sitometrisi ile incelenmigtir. Belirtilen hematopoetik
hicre alt popllasyonlannin ylzdeleri, toplam CD45+ hicrelerine ait ortalama % + SD

olarak ifade edilir (her bir grup igin n=6).

Hicre popiilasyonu BM (%) PBL (%)

CD45* 84.6+4.7 05.8+1.4
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Hiicre popilasyonu BM (%) PBL (%)
CD4* 41+1.0 7.0£3.3
cD8* 2.4+0.8 7.0£3.2
B220* 19.1£2.9 33.3£12.3
Mac1*/Gr1* 78.3+4.7 31.6+11.7

6TG'yi HPRT-eksikligi olan dondér HSC'lerin dn-nakil kosullanmasina ve ayrica devam
eden nakil sonrasi in vivo kemo sec¢imine yonelik tek bir ajan olarak kullanan optimize
bir rejim geligtiriimistir. Bu kombine 6TG kosullandirmasi ve kemo segimi stratgjisi,
ilerleyici ve es zamanh bir replasman slreci boyunca dlsik genel toksisite ile etkili
HSC melezlemesi saglamistir, burada alici konaklar mevcut olsa bile ¢cok az sikinti ve
%100 hayatta kalma orani géstermistir, 6te yandan bunlara ait BM sirekli olarak XY-
FISH ile -%95 ve CD45.2 immuinofenotip islemi ile >%75 melezleme saglayan HPRT-
eksikligi olan donor hicreler ile hizh bir sekilde ve neredeyse tamamen degistirilmistir.
Dondr-deriveli PBL'nin yizdesi, bunu takip eden 4-haftallk 6TG segim periyodunun
ylzdesi ile kiyaslandi§inda bir slre sonra énemli dlglide artmistir (nakil-sonrasi 4 ve 7
ay). PBL icindeki kalinti alici hiicreler, muhtemelen PBL igindeki bdlici-olmayan olgun
hicrelere ydnelik daha diisik bir déntsimd yansitir. BM'nin sabit uzun-vadeli yeniden
yapilandiriimasi, hem primer hem de sekonder alicilarda elde edilmistir. BM, PBL,
dalak ve timusun immunofenoctip analizi, uzun-vadeli yeniden yapilandirmadan sonra

hematopoetik farkhlasmanin 6TG jn vivo kemo seciminden etkilenmedigini gdstermigtir.

Bu sonuglar ayni zamanda, uygun konsantrasyonlarda, 6 TG'nin ekstra-hematopoetik
dokularda herhangi bir olumsuz etki olmadan segici miyelotoksisiteyi indlikledidine dair
Onceki gdzlemi dogrular. HPRT tiim somatik hiicrelerde [30] diislk seviyelerde ifade
edilir ve HPRT kaltsal kaybi, yiksek seviyelerde HPRT ifadesi ve aktivitesinin merkezi
sinir sisteminde, 6zellikle ndral gelisme [32] sirasinda bulunmasindan dolay siddetli
zihin geriligi ve davranigsal anormallikler olarak gorulen Lesch-Nyhan sendromuna [31]
neden olur. Ancak, tamamen farkhlastirlan ndronlarin ¢odalmamasindan dolayi, bu
daha yiuksek seviyeler olgun vyetiskinlerde daha ylksek 6TG ndrotoksisitesine

doéniismez.

Porter ve DeGregori [22] tarafindan yapilan énceki ¢alismada, 4.5 Gy olan toplam

vicut 1sinlamasi miyeloablasyon elde etmek Gzere kullaniimistir ve 6 TG daha sonraki
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zamanlarda sadece kemo secimine ydnelik kullaniimistir. Aksine, bizim rejimimizde, tek
bir ajan olarak 6TG hem kosullandirma (konak BM'nin sitoazalimi) hem de kemo secici
ila¢ olma {dondr BM'nin buyatilmesi) gdrevini yerine getirir. 6TG toksisitesinin apoptoz
[33] ile sonuglanmak (izere iki dizi DNA replikasyonu gerektirdidi ve bu ylzden
gecikmig bir etkiyi gosterdigi bilinir. Sonuclar ayni zamanda 6TG'nin doz ve zamana
bagl miyelotoksik bir etkisini belitmistir. Bu yizden, nakil isleminden énce 10 mg/kg'lhk
6TG ile kosullandirma, 6TG miyelotoksisitedeki gecikmeyi telafi ederek ve nakil islemi
sirasinda HSC'ye yonelik yeterli bir nis saflayarak 6TG in vivo kemo seciminin
sonucunu gelistirebilir. Ek olarak, Porter et al. %5 - 50 araliginda olan degisken
melezleme seviyeleri ile sonuclanarak nakil islemi sonrasi 1 aydan daha uzun bir sire
sonra baglayarak kisa bir sire boyunca 0.25 - 2 mg/kg araliginda olan daha dusuk
dozlarda 6TG kullanmistir. Mevcut calismada, Hprt-eksikli§i olan BM nakledilen farenin
nakil-sonrasi hemen hasglayan kemo secici ilacin uygulanmasi ve blyik élglde daha
uzun secim periyodlan boyunca devam etmesi yoluyla 6 TG dozlanni 5- ila 40-kat daha

fazla tolere edebildigi dogrulanmigtir.

6TG in vivo kemo secgimi stratejisinin kullamimini klinik olarak uygun bir yaklasima
dénustirmek Gzere, normal HSC'yi HPRT-eksiklidi olan ve bu yizden 6 TG-direngli olan
olarak elde etmek amac ile genetik olarak degistirmek Gzere yoéntemler gelistirmek
gereklidir. ilaveten, mevcut calismanin otolog nakil dizenlemesinde durumu
modelleyen bu stratejinin sinojenik farelerde kemik iligi nakline yonelik kullaniimasi ile
sinirh - oldugu wvurgulanmahdir. Bu stratgjinin, azaltilmis-yogunluk kosullandirma
rejimlerinin klasik miyeloablatif rejimlerin toksisitesinin tstesinden gelmek lzere rutin
olarak kullaniimasi nedeniyle allojenik dizenleme ile esit olarak kullanigh olup
olmayacagi gorilerek belirenmelidir. Belirtiimesi gerekebilen potansiyel sorunlar,
hematopoetik malignitelere yonelik allojenik nakil isleminden sonra 16semik hucrelerden
kaynaklanan spontan 6TG direnci olasiigini ve allojenik donér hucreler segici bir
sekilde in vivo olarak blyitildigunde graft-versus-host hastahginin olasi bir gekilde

siddetlenmesini igerir.
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Ornek 2: HPRT-eksikligi olan hiicrelerin olusturulmasi

Bu oémek, hem farkli HPRT-hedefli shRNA aday dizilerini ifade eden ug¢lncl-
jenerasyon lentiviral vektorleri hem de HPRTyi hedef alan ginko parmak nikleazlarinin
(ZFN) nikleo transferini kullanan otolog duzenleme ile ex vive gen terapisi icin
donlgslimsel uygulamaya yoneliktir. Sonuncu yaklasim, ZFN yapisinin hedef genin
kalici olarak nakavt edilmesini saglamak ve bodylece genetik mihendislidi
prosediriinin bir sonucu olarak eklemeli mutagenez potansiyelini hafifletmek Gzere
sadece gecici ifadesinin gerekli olmasi nedeniyle avantajidir. Bu baglamda, bu strateji
segici bir avantajinin kemo direng elde etmek Gzere yeni bir transgenin eklenmesi
yerine hir enzim eksikligi yoluyla nakledilen hiicrelere aktariimasi bakimindan essizdir.
HPRT-hedefli shRNA, HPRTnin tespit edilemeyen seviyelere azaltarak
dizenlenmesine yonelik basarnli olmustur. Ek olarak HPRT, ZFN kullanilarak basarih

bir sekilde nakavt edilmigtir.

Bulus, eklenen istemler haricinde sinirlandinimaz.
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