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OZET
BIR CD-19 BAGLAMA ALANI ICEREN KIMERIK ANTIJEN RESEPTORU (CAR)

a) asagidaki dizilere sahip tamamlayicilik belirleme bélgelerine (CDR’ler) sahip bir agir
zincir degisken bolgesi (VH): CDR1 - GYAFSSS (SEQ ID No. 1); CDR2 - YPGDED
(SEQ ID No. 2) CDR3 - SLLYGDYLDY (SEQ ID No. 3) ve b) asagidaki dizilere sahip
CDR’lere sahip bir hafif zincir degisken bolgesi (VL): CDR1 - SASSSVSYMH (SEQ ID
No. 4); CDR2 - DTSKLAS (SEQ ID No. 5) CDR3 - QQWNINPLT (SEQ ID No. 6) iceren
bir CD19-baglama alani iceren bir kimerik antijen reseptéri (CAR) saglanmaktadir.
Ayrica, bu tip bir CAR iceren bir hicre ve bu tip bir hilicrenin kanserin, &zellikle bir B

hucresi malignitesinin tedavisinde kullanimi da saglanmaktadir.
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67

iISTEMLER

Bir CD19-baglama alani iceren bir kimerik antijen reseptora (CAR) olup, dzelligi
asagidakileri icermesidir

a) asagidaki dizilere sahip tamamlayicilik belirleme bdlgelerine {CDR’ler) sahip
bir agir zincir degisken bélgesi (VH):

CDR1 - GYAFSSS (SEQ ID No. 1);

CDR2 - YPGDED (SEQ ID No. 2)

CDR3 - SLLYGDYLDY (SEQ ID No. 3); ve

b) asadidaki dizilere sahip CDR’lere sahip bir hafif zincir dedisken bélgesi (VL):
CDR1 - SASSSVSYMH (SEQ ID No. 4);

CDR2 - DTSKLAS (SEQ ID No. 5)

CDR3 - QQWNINPLT (SEQ ID No. 6).

istem 1’e gdre bir CAR olup, 6zelligi CD19 bagdlama alaninin, SEQ ID No. 7
olarak gosterilen diziye sahip bir VH alani vefveya SEQ ID No. 8 olarak
gosterilen bir VL alani veya bunun en az %95 dizi 6zdesligine sahip bir

varyantini icermesidir.

istem 1'e gdre bir CAR olup, odzelligi CD19-baglama alaninin, VH-VL
yonlendirmesinde bir scFv igermesidir; tercihen burada CD19 badlama alani
SEQ ID No. 9 olarak gdsterilen diziyi veya bunun en az %90 dizi 6zdesligine

sahip bir varyantini igerir.

Onceki istemlerin herhangi birine gére bir CAR olup, ézelligi CD19-baglama
alani ve transmembran alaninin bir aralayiciyla bagh olmasidir; opsiyonel
olarak burada aralayici asagidakilerin birini igerir: bir insan IgG1 Fc alani; bir

lgG1 destedi; veya bir CD8 sap..

Onceki istemlerin herhangi birine gore bir CAR olup, 6zelligi ayrica bir hiicre igi
T-hiicresi sinyalleme alani igermesidir; opsiyonel olarak burada hicre igi T
hicresi sinyalleme alani asadidaki endo-alanlarin birini veya daha fazlasini
icerir: CD28 endo-alani; 41BB endo-alani, OX40 endo-alani ve CD3-Zeta endo-
alani; tercihen burada hacre igi T-hiucresi sinyalleme alan agagidakileri icerir:

(i) 41BB endo-alani ve CD3-Zeta endo-alani;
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(i) OX40 endo-alani ve CD3-Zeta endo-alani; veya
(iii) asagidaki endo-alanlarinin tamami: CD28 endo-alani; OX40 ve CD3-Zeta

endo-alani.

Onceki istemlerin herhangi birine gore bir CAR olup, ézelligi SEQ ID No. 10 ila
15 arasindaki herhangi biri olarak gdsterilen dizileri veya bunlarin en az %80
dizi 6zdesligine sahip ancak i} CD19a baglanma ve ii) T hlicresi sinyallemesini

indiikleme kapasitesini koruyan bir varyantini igermesidir.

Onceki istemlerin herhangi birine gbére bir CAR olup, ézelligi bir T-hiicresi
tarafindan eksprese edildiginde ve bir CD12 eksprese eden hucrenin
hedeflenmesi igin kullanildiinda, asagidakileri iceren bir CD19-baglama alani
iceren bir CAR eksprese eden bir T-hucresinin neden oldugundan, CD19-
eksprese eden hedef hiicre tarafindan daha diigsik IFNy salimina neden
olmasidir

a) asagidaki dizilere sahip tamamlayicilik belirleme bolgelerine {CDR’ler) sahip
bir agir zincir degisken bolgesi (VH):

CDR1 - GVSLPDY (SEQ ID No. 16);

CDR2 - WGSET (SEQ ID No. 17);

CDR3 - HYYYGGSYAMDY (SEQ ID No. 18); ve

a) asadidaki dizilere sahip tamamlayicilik belirleme bolgelerine (CDR’ler) sahip
bir hafif zincir degisken bolgesi (VL):

CDR1 - RASQDISKYLN (SEQ ID No. 19);

CDR2 - HTSRLHS (SEQ ID No. 20)

CDR3 - QQGNTLPYT (SEQ ID No. 21).

Onceki istemlerin herhangi birine gdre bir CAR olup, 6zelligi CDR lerin, bir insan

veya insanlastirimis cergceve Uzerine yamanmasidir.

Onceki istemlerin herhangi birine gdre bir CAR kodlayan bir niikleik asit dizisidir.

istem 9'a gére bir niikleik asit dizisi iceren bir vektérdir,

istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére bir CAR igeren bir hiicre olup, 6zelligi

tercihen hilcrenin bir T hilcresi veya bir dodal éldlriicd (NK) hlicre olmasidir.
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istem 11°e gore birden fazla hiicre igeren bir hiicre bilesimidir.

(i) Istem 11'e gére bir hiicrenin yapilmasi igin, bir hiicrenin istem 10°a gére bir
vektorle kalit aktariimasi veya transfekte edilmesi adimini igeren veya (ii) istem
12'ye goére bir hiicre bilesiminin yapilmasi igin, bir sljeden hiicrelerin bir
numunesinin istem 10’a gbre bir vektorle ex vivo kalt aktarimasi veya

transfekte edilmesi adimini igeren bir ydntemdir.

Farmakolojik olarak kabul edilen bir tagiyici, seyreltici veya eksipiyan ile birlikte
istem 11’e gbre bir hicre veya istem 12'ye gore bir hucre bilegimi iceren bir

farmasotik bilesimdir.

istem 11'e gére bir hiicre, istem 12'ye gdre bir hiicre bilesimi veya istem 14'e
gore bir farmasotik bilesim olup, 6zelligi kanserin tedavisinde kullanim igin

olmasidir, tercihen burada kanser bir B hiicresi malignitesidir.
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TARIFNAME
BIR CD-19 BAGLAMA ALANI ICEREN KIMERIK ANTIJEN RESEPTORU (CAR)

BULUSUN SAHASI

Mevcut agiklama, B-enfosit antijeni CD19'u (Bagkalagim Kimesi 19) badlayan bir
kimerik antijen reseptoriyle (CAR) ilgilidir. Bu tip bir CAR’yi eksprese eden T hiicreleri,

B-hticresi I6semiler ve lenfomalar gibi kanserdz hastaliklarin tedavisinde faydahdir.

BULUSUN ALT YAPISI

Kimerik Antijen Resepftérleri

Geleneksel olarak, antijene-dzgl T-hGcreleri, hedef antijen igin natif olarak 6zgll olan
periferik kan T-hicrelerinin segimli genlestirimesiyle Uretilmistir. Ancak, birgok kanser
antijeni igin 6zgul ¢cok sayida T-hlicrelerinin segilmesi ve genlestiriimesi glictir ve epey
siklikla imkansizdir. Vektdrlerin entegre edilmesiyle gen-terapisi bize bu sorun igin bir
¢6zlm sadlamaktadir: Kimerik Antijen Reseptérinin (CAR) transgenik ekspresyonu,
herhangi bir yizey antijenine 6zgu ¢ok sayida T-hucresinin, periferik kan T-hlcrelerinin
buylk bir populasyonunun ex vivo viral vektdr kalit aktarimiyla kolayca uretiimesine

olanak saglar.

Bu molekullerin en yaygin formlar, bir hedef antijeni taniyan monoklonal antikorlardan
taretilen, bir aralayici ve bir transmembran alan vasitasiyla bir sinyalleyici endc-alana
kaynastirlmig tek-zincirli degisken fragmanlarin (scFv) fazyonlaridir. Bu tip molekiller,
kognat hedefinin scFv’si tarafindan taninmaya yanit olarak T-hicresinin aktivasyonuyla
sonuglanir. T hucreleri bu tip bir CAR eksprese ettiginde, bunlar hedef antijeni
eksprese eden hedef hicreleri tanir ve dldarir. TOmorle iligkili antijenlere karsi cesitli
CAR'ler gelistiriimistir ve bu tip CAR-eksprese eden T huicreleri kullanan adoptif
transfer yaklagimlan halihazirda gesitli kanserlerin tedavisi igin klinik denemededir.
Ancak bugiine kadar, CAR terapisinin ana klinik arastirmasi ve potansiyel uygulamasi

B-hicresi maligniteleri icin tedavi olaraktir.

CD19’a karg! yonlendirilen CAR’ler
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CD19, B-hilcresi farkhlastirimasina ¢ok erken eksprese edilen ve yalnizca plazma
hucrelerinin i¢ine terminal B-hucresi farklilagtirimasina kaybolan bir B-hicresi
antijenidir. Dolayisiyla, CD19, ¢oklu miyelom diginda tim B-hicresi maligniteleri
lzerinde eksprese edilir. Diger hematopoietik popllasyonlar veya hematopoietik-
olmayan hucreler uzerinde eksprese edilmez ve bu nedenle bu antijenin hedeflenmesi
kemik iliine veya hematopoietik-olmayan organlara toksisiteye yol agmamalidir.
Normal B-hlicresi bolmesinin kaybi, lenfoid maligniteleri tedavi edilirken kabul edilebilir
bir toksisite olarak kabul edilir, glink(l her ne kadar etkili CD12 CAR T hiicre terapisi B
hiicresi aplazisi ile sonuglanacak olsa da, ardil hipogamaglobulinemi havuzlanmig

imminoglobiilinle tedavi edilebilir.

CD19 bu nedenle cazip bir CAR hedefidir. Bugiine kadar, CAR alaninin ana Klinik
odagi, Tablo 1'de 0zetlendigi Uzere refrakter B-hlicresi kanserlerine CD19'u hedefleyen

calismalar olmustur,

CAR’'lerin farkl tasarimlan, Tablo 1'de Ozetlendigi Gzere CD19a karsi farkl

merkezlerde test edilmistir.

Tablo 1. CD19 hedefleyen CAR deneyinin ézeti

Merkez Baglayici Endo-alan Yorum

University College London Fmc63 CD3-Zeta Dislk-seviye kisa
persistans

Memorial Sloane Kettering 3J25C1 CD28-Zeta Kisa-vadeli persistans

NCI/KITE Fmc63 CD28-Zeta Uzun-vadeli disiik-seviye
persistans

Baylor, Centre for Cell and Fmc63 CD3-Zeta/CD28- Kisa-vadeli diglk-seviye

Gene Therapy Zeta persistans

UPENN/Novartis Fmc63  41BB-Zeta Uzun-vadeli yiksek-

seviye persistans

Calismalarin gogu CD19 CAR’leri, fmc63 hibridomundan tlretilen bir scFv'ye dayall
olarak test etmisti. En umut vaat edici olani, Akut Lenfoblastik Léseminin (ALL)

tedavisinde olmustur.
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CD19’a karsi CAR’lerle Klinik Deneyler

CD19 ydnlendirilmis CAR terapisi en ¢ok ALL’de etkili gibi gérinmektedir. ALL'deki ilk
¢alismalar 2013 Baharinda, Memorial Sloane Kettering'den (Brentjens, et al. (2013)
Leukemia. Sci. Transl. Med. 5, 177ra38) ve Pennsylvania Universitesinden gruplar
tarafindan yayinlanmigtir. Ikinci galigmanin bir giincelleme raporu yakin dénemde
yapiimistir (Maude et al. (2014) N. Engl. J. Med. 371, 1507-1517). Burada, 25 yasin
altindaki 25 ve bu yasin Ustiindeki 5 hasta tedavi edilmigtir. %901 bir ayda bir tam yanit
almigtir, 28 degerlendirilebilir vakadan 22'si bir MRD negatif durum elde etmigtir ve 6
ay vakasiz sagkalim orani %67 olmustur. 15 hasta calismadan sonra hi¢ bagka terapi

almamustir.

Brentjens et al., (yukandaki gibi) yetigskin grubunda, 5 ALL hastasini (2'si refrakter
niksetmig, 2’'si MRD pozitif hastalid olan ve MRD negatif olan 1 hasta) SJ25C1
hibridomundan ve bir CD28 es-uyarici alandan turetilen bir scFv igeren bir CD19 CAR
eksprese etmek igin retroviral olarak kalit aktarilmis olan otolog T-hlcreleriyle tedavi
etmistir. Bunlarin tamami, bu hastalarin 4’Gntn bir alojenik SCT almasini saglayarak,
bir derin molekiler azalma elde etmisti. Bu durum, yanitlanin dayaniklihdinin
degerlendirilmesini imkansiz kilmigtir ancak CAR T hucreleri yalnizca kanda veya
kemik iliginde infizyondan sonra 3-8 hafta siireyle saptanabilir olmustur. Nakil
yapilimayan hasta 90 giinde CD19+ hastalifiyla niksetmistir. Miiteakiben, Davila et al.
((2014). Sci. Transl. Med. 6, 224ra25) bu kohortu glncellemistir: 16 yetiskin hastanin
14’0 CAR T hicresi inflzyonu noktasinda, kurtarma kemoterapisine ve siklofosfamid
kosullamaya ragmen saptanabilir hastalija sahip olmustur. 16'dan 14°u, 9 hastadan
7’sinin kurtarma kemoterapisinden sonra saptanabilir kalit hastaligin morfolojik kaniti
olmasi dahil olmak lzere sayim iyilesmesi olsun veya olmasin bir tam azalma elde
etmigtir. 16 hastadan 12’si MRD negativite elde etmistir ve bu da 7’sinin, yayin
esnasinda alojenik nakil gegirmesine olanak saglamistir. Yanitlar, 8 nakil-olmamis
hastanin 4’iniin, her ne kadar bu kohort igin sagkalim egrileri heniiz stabil olmasa da
24 aya kadar takipte morfolojik azalmaya devam etmesiyle bazi hastalarda dayanikli

olmustur.

Baskin olarak ALL’si olan pediatrik ve genc yetiskin hastalarin bir kohortunda son
dénemde vayinlana bir ¢alisma, c¢iktlanmin birinci tedaviye-niyetlenme analizini

sadlamaktadir. Bu, yapisinda CAR T hicrelerinin dngdriilen dozunu almayan hastalan
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hari¢ tutmak olan yaniimanin ortadan kaldiriimasina yardimci olabilir (Lee et al. (2014)
Lancet. doi:10.1016/S0140-6736(14)61403-3). 21 hasta bir CD28 alani-ihtiva eden
ikinci nesil CAR ile tedavi edilmigtir. Hemen hemen 2 hasta, bu tedavinin refrakter veya
artan-niksetmis ALL’si olanlara bu tedavinin aktariimasinin uygulanabilirliginin altin
gizecek sekilde, dngdrilen T hicresi dozunu almistir. Bu galisma, asagidaki etkililigi
go6stermektedir: ALL'si olanlarin %67’si bir tam azalma elde eder ve %60’1 MRD negatif

durum elde eder.

CD19 CAR terapisinin immiin toksisitesi

Sitokin salim sendromu {CRS), hipotansiyon ve solunum yetmezligiyle ihmlidan ¢oklu-
organ yetmezlidine dedisen bir dizi enflamatuar semptomu kapsamaktadir. CRS’nin bir
derecesi yaygin olarak CD19 CAR T hiicreleriyle tedavi edilen hastalarda ortaya cikar.
Son kohortlarda tedavi edilen hastalarin yaklagik %30'u {21/73) bir derece CRS
gostermistir (Davilia et al {2014) supra; Lee et al (2014) supra; Kochenderfer (2014) J.
Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin. Oncol.. doi:10.1200/JCC.2014.56.2025). CRS ayrica,
hem CD19'u hem CD3'G taniyan bir ikili-dzgul rekombinan tek-zincirli antikor olan
blinatumomab ile tedavi edilen hastalarda da gdrulmdstir. CRS tipik olarak CAR T

hicresi inflzyonundan 5-21 gun sonra ortaya gikar.

CRS yasami tehdit edebilir ve bir yogun bakim ortaminda tedavi gerektirir. CRS
yikselmis serum sitokin seviyeleriyle iligkilidir. En kayda deder sekilde yikselen
sitokinler IL-6, IL-10 ve interferon gammadir (IFNy). Agir seyirli CRS'nin klinik belirtileri
(ates, hepatosplenomegali, koaglilopati ve hiperferitinemi), érnegin T-hicrelerinde
dogustan kusurlan olan hastalarda bulunan makrofaj aktivasyon sendromunu (MAS)
andirmaktadir. Bu durum, ortak immunopatolojik sureglerin yer aldigim ortaya
koymaktadir. Halihazirda Kkilit sitokinlerin, Ozellikle IL-6'min (retilmesinden hangi
hicrelerin (CAR T hicreleri, dlen timér hiicreleri veya lokal olarak-aktive makrofajlar)
sorumlu oldugu net degildir. Ancak, MAS’de bir kilit baslatma faktorl bol interferon-
gamma salimidir (Lopez-Alvarez et al. (2009). Clin. Vaccine Immunol. CVI 16, 142-
145).

Norotoksisite
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Kurumlar arasindaki CD19 CAR calismalarindaki birkag hasta, afaziden obduntasyona,
deliryuma ve nobetlere kadar degisen bir siddet spektrumuyla gecici nérotoksisite
geligtirmigtir (Davilia et al (2014) supra). Bu durum, ALL'si clan hastalarla sinirli gibi
gérinmektedir ve benzer bir sendrom blinatumomab terapisinden sonra belgelenmistir.
Beyin gorintileme normal goérinmektedir. Narotoksisite, kan-beyin bariyerini gecen

sistemik sitokinlerin yiiksek seviyelerini yansitabilir.

Persistans, niiksetme ve T-hiicresi tiikenmesi

Dayanikli yanitlar dolagimdaki CAR kalit aktarilmig T hicrelerinin  yliksek pik
seviyeleriyle ve ayrica B hicresi aplazisinin suresiyle korele gibi gbérinmektedir. CD19-
hastaliiyla nlkseden hastalar hari¢, niiksetme genel olarak dolagimdaki CAR T

hicrelerinin kaybiyla ve normal B hlcrelerinin geri kazanimiyla iligkili olmustur.

T hiicresi tukenmesi, birgok kronik enfeksiyon ve kanser esnasinda ortaya gikan bir T
hiicresi fonksiyon bozuklugu durumudur. Yetersiz efektor fonksiyonuyla, oOnleyici
reseptdrlerin sirekli ekspresyonuyla ve fonksiyonel efekitr veya bellek T hlcrelerinden
ayr bir transkripsiyonel durumla tanimlanir. Tikenme, enfeksiyon ve timérlerin optimal
kontrolunu engeller. Son ddnemde, tlkenmis T hicrelerinin fonksiyonel ve fenotipik
profilin daha net bir resmi, bir kilit unsur olarak aktive T hiicrelerinin bir negatif
regilatorii olan oOnleyici reseptor programh 6lim 71in (PD-1; PDCD1 olarak da
bilinmektedir) ekspresyonuyla meydana ¢ikmistir (Day et al. (2006) Nature 443, 350-
354).

CD19 CAR caligmalarindaki yanitlar, T-hiucrelerinin yuksek seviyelerde uzun bir sure
boyunca persistansinin, dayanikll yanitlar sadlamada dnemli oldugunu ortaya
koymaktadir. T-hicresi tikenmesini indirgeyen bir CD19 CAR, gelismis klinik yanitlarla

sonuglanabilir,

W02014184143, monoklonal antikor 4G7'den tiretilen bir scFv igeren bir CD19'a 6zgli
CAR tarif etmektedir.

Bu yizden, CD19a karsi yodnlendiriimis, yukandaki dezavantajlarla iligkili olmayan

alternatif bir CAR’ye ihtiyag¢ vardir.
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SEKILLERIN AGIKLAMASI

Sekil 1. Agiklamal ve numaralandiriimig (a) CAT19 VH dizileri; (b) CAT19 VL

VH ve VL dizileri Chathia numaralandirma kullanilarak numaralandirilir. Cergeve ve

CRD bdlgeleri gdsterilmektedir. Sokuntular da gosteriimektedir.

Sekil 2. CD19 pozitif hiicrelerin rekombinan CAT19 ile boyanmasi

SupT1 hicreleri normalde CD19 eksprese etmez ancak bu ¢alismada bunu yapmalar
icin islenmistir. CAT19 VH ve VL dizileri, her ikisi de memeli ekspresyon plazmidlerinde
olan fare 1gG2a agir zincir formatinin ve fare kappa hafif zincir formatinin igine
klonlanmistir. 293T hdcreleri eszamanl olarak hem agir hem hafif zincirle transfekte
edilmis ve ortaya gikan antikor A proteinivle saflastinimistir. SupT1 hicreleri ve
SupT1.CD19 hiicreleri bu rekombinan antikorlar (veya diz 293T (st fazi ile) boyanmig
ve ayrica bir floresan olarak konjuge anti-fare sekonderiyle boyanmistir. Rekombinan

CAT19 antikorunun baglanmasi akis-sitometriyle kolayca saptanabilmigtir.

Sekil 3. CD19 pozitif hicrelerin CAT19 scFv ile boyanmasi

CAT19un VH ve VL'si, sayesinde VH ve VL'nin bir (SGGGGS); badlayici tarafindan
ayrildig1 bir scFv olusturacaklar sekilde klonlandi. iki scFv hem VH-VL hem VL-VH
yBnlendirmelerinde CAT scFv ile dretildi. EK olarak, anti-CCD19 antikorlar olan fmc63
ve 4g7'den yine her iki ybnlendirmede scFvier de dretildi. (a) scFv gdrintileme
formati: bu, sayesinde scFv'nin, CD8 transmembran alanina ve CD8 endo-alaninin ilk
12 kalintisina sahip bir insan IgG1 Fc¢ aralayicisi Gzering klonlandi@i bir retroviral
vektordlr. Bu dolayisiyla FMD-2A peptidi TaV ve trunkat insan CD34 ile gergevededir.
Bu sekilde, scFv bir hicrenin yizeyinde goérintllenir ve transgen ekspresyonu
CD34'in ayn olarak saptanmasiyla kontrol edilebilir. 6 farkli scFv formatinin herhangi
birini eksprese eden SupT1 hicreleri Uretildi ve bu hiicreler rekombinan insan trunkat
CD19 — fare IgG2a Fc flzyonuyla ve anti-CD34 ile boyandi; (b) fmc63 VH-VL ve VL-VH
formatiyla boyama; (c) 497 VH-VL ve VL-VH formatiyla boyama ve (d) CAT19 VH-VL
ve VL-VH formatiyla boyama. Sasirtici sekilde, CAT19 VH-VL scFv iyi baglanirken, VL-

VH scFv kayda deger sekilde daha az saptanabilir baglanma verdi.
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Sekil 4. CAR’lerin farkh nesilleri ve test edilen ilk CAR’ler

(a) Bir antilen baglama alani (en ¢ogunlukla bir scFv'dir), bir aralayici alan, bir
transmembran alan ve bir veya bir¢ok sinyalleme alani i¢eren tipik bir CAR formati. (b)
Birinci nesil CAR'ler bir aktivasyon sinyali iletir; bunlarin endo-alanlan ya FcGamma
reseptdril endo-alanindan veya CD3 Zeta endo-alanindan tiretili; (c) Ikinci nesil
reseptorler iki sinyal iletir: bunlarnn endo-alanlart CD3-Zeta’nin endo-alanina badl bir
es-uyaricl alan igerir. Es-uyarici alan ¢ogunlukla ya CD28'in endo-alanidir, OX40'in
endo-alanidir veya 41BB’nin endo-alanidir. (d) Uglincii nesil reseptorler Gg sinyal iletir:
bunlarin endo-alanlari CD28 endo-alaninin 41BB endo-alaniyla ve CD3-Zeta endo-
alaniyla veya CD28 endo-alaninin OX40 endo-alaniyla ve CD3-Zeta endo-alaniyla bir
fuzyonunu igerir. (&) VH-VL yonlendirmesinde bir scFv, bir CD8 sap aralayici ve 41BB-
Zeta'dan olusan 2. nesil endo-alan iceren CAT19 tabanh CAR ilk olarak test edildi
(Campana CAR formati).

Sekil 5. CAT19 CAR fonksiyonunun fmc36 CAR’sine karsi in vitro

karsilastirimasi

5 farkll dondrden primer insan T-hlcreleri Campana formatinda CAT19 CAR veya
Campana CAR’sinin kendisi i¢in kodlama yapan lentiviral vektorlerle kalit aktaridi. Bu
T-hiicreleri daha sonra cesitli tayinlerde kullanildi. (a) SupT1 hucrelerine kargi krom
agida gikarma tayini gergeklestirildi. Bu hiicreler CD19 negatiftir. CAR T-hiicrelerinin bu
hiicre gizgisine (noktali ¢izgiler) kargi yanit vermedi. Krom acgida ¢ikarma tayini,
SupT1.CD9 hiicrelerine karsi gergeklestirildi. Her iki CAR de bu hicre ¢izgisine (diz
cizgiler) karg! esit olarak performans gosterdi. Daha sonra, ya NT T-hicreleri, fmc63
CAR T-hicreleri ya CAT19 CAR T-hucreler kullanilarak ya SupT1 veya SupT1.CD19'a
kars) bir degranilasyon tayini gergeklestirildi. (b) CD4+ T-hicreleri ve (c) CD8+ T-
hiicreleri lizerinde gecitlenen veriler gosterilmektedir. Degrantilasyon CAR19 CAR T-
hiicreleriyle arttinldi. {d) Proliferasyon, tritiye timidilat birlestirme kullanilarak kestirildi.
NT, fmc63 CAR T-hlcreleri, CAT19 CAR T-hicreleri SupT1.CD19a kars test edildi.
Bu deneyde, GD2 hedefleyen bir ilgisiz CAR de test edildi. CAR19 CAR T-hlicreleriyle
artan proliferasyona bir egilim vardi. (e) SupT1 veya SupT1.CD19 hiicrelerine kargi
zorlamadan 24 saat sonra ya NT T-hicrelerinden, fmec63 CAR T-hicrelerinden, CAT19
CAR T-hucrelerinden veya GD2 CAR T-hucrelerinden interferon-gamma sahmi, CAT19
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CAR T-hucreleri CD19+ hedefleriyle zorlandi§inda fmc63 CAR T-hiicrelerinden kayda
deger sekilde daha IF-G Uretti.

Sekil 6. CAT29 etkililiginin in vivo modeli.

(@) In vivo model igin deney diizeneginin &zeti. NSG farelerine kuyruk damari
enjeksiyonu vasitasiyla 2.5x10%5 Raji.FLuc hiicreleri enjekte edildi. 24 saat sonra, ya
NT primer insan T-hiicrelerinin, ya fms63 CAR ile kalit aktariimis T-hiicrelerinin veya
CAT19 CAR ile kalit aktariimig T-hicrelerinin 4x10%6’s1 kuyruk-damari vasitasiyla
verildi. TUmaér yaniti sirali olarak biyoluminesan goérintileme ile diculdi. Kuyruk-damar
kani 4. gunde yamanma ve serum sitokini a¢isindan orneklendi. Hayvanlar 11. gunde
secilip éldunlildid ve dokular CAR T-hicrelerinin persistansi ve timdr yukd agisindan
gahsildi. {b) 10. glnde farkh fare kohortlarinin Biyoluminesan gorlntilemesi. Yaygin
hastalk NT T-hiicreleriyle tedavi edilen farelerin pelvisinde, omurgasinda,
kaburgalarinda, kafatasinda ve dalaginda gdriliirken, ya CAT19 CAR T-hlcrelerini
veya fmc63 CAR T-hlcrelerini almis olan farelerde minimal sinyal belirgindir. (c)
Zaman iginde farkli fare kohortlarindan ortalamasi alinan kantitatif biyoluminesan
sinyal. Y-ekseni bir log-6lcegidir. NT T-hicreleri almis olan farelerdeki ve CAR T-
hicreleri almis olan farelerdeki sinyal birikiminde bariz bir farkhlik gorilmektedir. fmc63
CAR T-hiicreleri veya CAT19 CAR T-hiicreleri almis olan farelerde sinyal birikiminde
hig farklilk gorilmemektedir. {d) Akig-sitometri deneyin sonunda farelerden alinan
kemik-iliginde timdr yikl belirledi. Neredeyse hig Raji hiicresi, ya fmc63 veya CAT19

CAR T-hicreleri almis olan farelerin iliginde saptanamadi.

Sekil 7. in vivo persistans CAR T-hiicrelerinin karakterizasyonu

(a) Yukarida Ozetlenen modelde fmc63 CAR T-hlcreleriyle veya CAT19 CAR T-
hiicreleriyle tedavi edilen hayvanlardan farelerin dalaklarindaki CAR T-hiicrelerinin
mutlak sayilarn. Bu, ayni sayillarin her ikisinde de oldugunu géstermektedir; (b) fmc63
CAR T-hicreleriyle veya CAT19 CAR T-hiicreleriyle tedavi edilen farelerin kemik-
iligindeki CAR T-hdcrelerinin mutlak sayilari. Bu, ayni sayilarin her ikisinde de
oldugunu goéstermektedir; ya fmc63 CAR T-hicrelerivle veya CAT19 CAR T-
hucreleriyle tedavi edilen farelerin (¢) dalaginda ve (d) kemik-iliginde CAR T-hucreleri
eksprese eden PD1-'in mutlak sayilari. CAT19 T-hiicrelerinin daha azi her iki bdimede
PD1+dir.
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BULUSUN YONLERININ KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulusun sahipleri, dnceden tarif edilmemis olan CDR’lerle yeni bir CD19-6zgl
CAR geligtirmistir. UPENN c¢alismalarinda kullanilan fmc63-tabanli CAR'yve esdeger
kuvvete sahiptir, ancak indirgenmis toksisiteyle ve indirgenmis T-hiicresi tikenmesiyle

sonuglanir.

Bdylelikle, mevcut bulugun bir birinci ydnd, a) asagidaki dizilere sahip tamamlayicihk
belirleme bblgelerine {(CDR’ler) sahip bir agir zincir dedisken bdlgesi (VH):

CDR1 - GYAFSSS (SEQ ID No. 1);

CDR2 - YPGDED (SEQ ID No. 2)

CDR3 - SLLYGDYLDY (SEQ ID No. 3) ve

b) asadidaki dizilere sahip CDR'lere sahip bir hafif zincir degisken bélgesi (VL):

CDR1 - SASSSVSYMH (SEQ ID No. 4);

CDR2 - DTSKLAS {SEQ ID No. 5)

CDR3 - QQWNINPLT (SEQ ID No. 6)

iceren bir CD19-baglama alani igeren bir kimerik antijen reseptéri (CAR)

sagdlamaktadir.

CD19 baglama alani, SEQ ID No. 7 olarak gésterilen diziye sahip bir VH alani ve/veya
SEQ ID No. 8 olarak gosterilen bir VL alani veya bunun en az %95 dizi 6zdesligine

sahip bir varyantini igerebilir.

CD19-baglama alani VH-VL yonlendirmesinde bir scFv icerebilir.

CD19 baglama alani SEQ ID No. 9 olarak gosterilen diziyi veya bunun en az %90 dizi

6zdesligine sahip bir varyantini igerebilir.

CD19-baglama alani bir insan antikor cergevesi (zerine yamanmis, istem 1'de

tamimlanan 6 CDR igerebilir.

CD19-baglama alanm ve transmembran alani, asagidakilerden birini icerebilen bir
aralayiciyla bagh olabilir: bir insan 1gG1 Fc alani; bir IgG1 destegi veya bir CD8 sap.
Aralayici bir CD8 sap igerebilir.
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CAR bir hicre icin T-hucresi sinyalleme alani icerebilir veya bununla iliskili olabilir.

Hiicre i¢i T-hiicresi sinyalleme alani asadidaki endo-alanlarin birini veya daha fazlasini
icerebilir, CD28 endo-alani; 41BB endo-alani, OX40 endo-alani ve CD3-Zeta endo-

alani.

Ozellikle CAR bir CD8 sapi aralayicisi ve 41BB endo-alanini ve CD3-Zeta endo-alanini

iceren bir hiicre i¢i T-hicresi sinyalleme alani igerebilir.

Ozellikle CAR bir CD8 sapi aralayicisi ve OX40 endo-alanini ve CD3-Zeta endo-alanini

iceren bir hiicre i¢i T-hiicresi sinyalleme alani igerebilir.

Alternatif bir uygulamada, hiicre igi T-hiicresi sinyalleme alani asadidaki endo-alanlarin

tamamini igerebilir; CD28 endo-alani; OX40 ve CD3-Zeta endo-alani.

CAR, SEQ ID No. 10 ila 15 arasindaki herhangi biri olarak gosterilen dizileri veya
bunlarin en az %80 dizi 6zdesligine sahip ancak i) CD19a baglanma ve ii) T hucresi
sinyallemesini indikleme kapasitesini koruyan bir varyantini igerebilir. CAR, UPENN
galismalarinda kullanilan fmc63-tabanli CAR'ye Kiyasla avantajll ozelliklere sahip
olabilir. Omegin, CAR, bir T-hiicresi tarafindan eksprese edildiginde ve bir CD19
eksprese eden hicrenin hedeflenmesi igin kullanildiginda, asagdidakileri igeren bir
CD19-baglama alani igeren bir CAR eksprese eden bir T-hicresinin neden
oldugundan, CD19-eksprese eden hedef hiicre tarafindan daha disik IFNy salimina
neden olabilir: a) asagidaki dizilere sahip tamamlayiciik belileme bolgelerine
(CDR’ler) sahip bir agir zincir degisken bdlgesi (VH): CDR1 - GVSLPDY (SEQ ID No.
16); CDR2 - WGSET (SEQ ID No. 17); CDR3 - HYYYGGSYAMDY (SEQ ID No. 18) ve
a) asadidaki dizilere sahip tamamlayicilik belirleme bélgelerine (CDR’ler) sahip bir hafif
zincir degisken bdlgesi (VL): CDR1 - RASQDISKYLN (SEQ ID No. 19); CDRZ -
HTSRLHS (SEQ ID No. 20) CDR3 - QQGNTLPYT (SEQ ID No. 21). CDR’ler bir insan

veya insanlastinimis gergeve Uzerine yamanabilir.

Bir ikinci yonde, mevcut bulus, bulusun birinci yénune goére bir CAR kodlayan bir

nukleik asit dizisi saglamaktadir.
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Bir dclncl yénde, bulusun ikinci ydnine gére bir nikleik asit dizisi iceren bir vektdr

saglanmaktadir.

Ucgiinc yénde bulusun birinci yéniine gére bir CAR iceren bir hiicre saglanir.

Hicre bir T hiicresi veya bir dodal éldiriict (NK) hiicre gibi bir sitolitik immun hiicre

olabilir.

Bir dordinclt yonde, bulusun dginci ydnidne gore birden fazla hlcre igeren bir hicre

bilesimi saglanmaktadir.

Bir besinci yonde, bulusun dglincl ydniine goére bir hilcrenin yapilmasi i¢in, bir hiicrenin
bulusun Gglincld yonune gore bir vektdrle kalt aktariimasi veya transfekte edilmesi

adimini igeren bir ydntem saglanmaktadir.

Bir altinci yonde, bulusun dérdiinci yoniine gore hiicre bilesiminin yapilmasi igin, bir
stijeden hicrelerin bir numunesinin bulusun Gglncil yoniine gdre gdre bir vektorle ex
vivo kaht aktarimasi veya ftransfekte edilmesi adimini igeren bir ydntem

saglanmaktadir.

Hicrelerin numunesi, 6érnegin, bir periferik kan tek gekirdekli hiicre (PBMC) numunesi

gibi bir kan numunesi veya bunun bir tlrevi olabilir.

Bir yedinci ydnde, farmakolojik olarak kabul edilen bir tagiyici, seyreltici veya eksipiyan
ile birlikte bulusun bir birinci yoniine gbére bir hucre veya bulusun dérdunci yénune

gore bir hucre bilesimi igeren bir farmasétik bilesim saglanmaktadir.

Bir sekizinci ydnde, kanserin tedavi edilmesi igin, bulusun hirinci ydninde gbre bir
hicrenin, bulusun dérdiinclt yoéniine gdre bir hicre bilesiminin veya bulusun yedinci
ybnlne gdre farmasotik bir bilesimin bir sljeye verilmesi adimini igeren bir ydntem

saglanmaktadir.

Yontem, sijeden hicrelerin, bulusun Gglncl yontine gore bir vektorle ex vivo kalit
aktariimasi veya transfekte edilmesi, daha sonra transfekte edilen hucrelerin veya bir

miktarinin stjeye geri verilmesi adimini igerebilir.
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Ayrica, kanserin tedavi edilmesinde kullanim igin bulusun yedinci yonune gore

farmasdtik bir bilegim de saglanmaktadir.

Ayrica, bulusun Gglnch yénine gdre bir hilicrenin, kanserin tedavi edilmesi igin

farmasdtik bir bilegimin Gretiminde kullanilmasi da saglanmaktadir.

Kanser, drnegin, bir B hiicresi malignitesi olabilir.

BULUSUN DETAYLI AGIKLAMASI

KIMERIK ANTIJEN RESEPTORLERI (CAR’LER}

Kimerik T hiicresi reseptdrleri, yapay T hicresi reseptdrderi ve Kkimerik
immiinoreseptorler olarak da bilinen kimerik antijen reseptorleri (CAR'ler), bir immiin
efektdr hiicrenin (zerine istede bagl bir 6zgillik yamayan islenmis reseptorlerdir.
Klasik bir CAR’de, bir monoklonal antikorun &zgulliga bir T hiicresi Uzerine yamanir.
CAR-kodlayan nilkleik asitler, érnegin, retroviral vektérler kullanilarak T hicrelerine
transfer edilebilir. Bu sekilde, blylk bir sayida kansere-6zgu T hlcreleri, adoptif hicre

transferi igin Gretilehilir. Bu yaklagimin Evre | klinik galismalan etkililik géstermektedir.

Bir CAR'nin hedef-antijen baglama alani yaygin olarak bir aralayici ve transmembran
alan vasitasiyla bir endo-alana kaynastiriir. Endo-alan bir hicre igi T-hicresi
sinyalleme alani icerebilir veya bununla iliskili olabilir. CAR hedef-antijeni bagladiginda,
bu durum bir aktive edici sinyalin Ozerinde eksprese edildigi T-hucresine iletiimesiyle

sonuglanir.

Mevcut bulugsun CAR'si, bir fare anti-CD192 moncklonal antikoruna dayal olan,
asagidakileri iceren bir CD19 baglama alani igerir
a) asadidaki dizilere sahip tamamlayicilik belirleme bolgelerine (CDR’ler) sahip bir agir
zincir degisken bolgesi (VH):

CDR1 - GYAFSSS (SEQ ID No. 1);

CDR2 - YPGDED (SEQ ID No. 2)

CDR3 - SLLYGDYLDY (SEQ ID No. 3); ve
b) asagidaki dizilere sahip CDR’lere sahip bir hafif zincir degisken bélgesi (VL):
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CDR1 - SASSSVSYMH (SEQ ID No. 4);
CDR2 - DTSKLAS (SEQ ID No. 5)
CDR3 - QQWNINPLT (SEQ ID No. 6).

Her bir CDR'nin igine CD19-baglama aktivitesini olumsuz olarak etkilemeden bir veya
daha fazla mutasyonun (ikameler, eklentiler veya silintiler) eklenmesi miimkiin olabilir.

Her bir CDR, drmegin, bir, iki veya (i¢ amino asit mutasyonuna sahip olabilir.

CDRler, bir antikorun agir degisken bdlgesinin (VH) ve hafif zincir degisken bdlgesinin
(VL), on ila yaklasik 25 amino asitten olusan bir kisa bagdlayici peptitle bagh bir flizyon
proteini olan bir tek-zincirli dedisken fragman (scFv) formatinda olabilir. scFv VH-VL
yénlendirmesinde olabilir, yani VH CAR molekiulinlin amino-ucundadir ve VL alani

aralayiciya ve dolayisiyla transmembran alanina ve endo-alana baglantihdir.

CDRler bir insan antikorunun veya scFv'sinin gergevesi {izerine yamanabilir. Ornegin,
mevcut bulusun CAR’si, asagidaki dizilerin birinden olusan veya bunu igeren bir CD19-

baglama alani igerebilir
Mevcut bulusun CAR’si asadidaki VH dizisini igerebilir:

SEQ ID No. 7 — murin monoklonal antikorundan VH dizisi

B R T e Sel IR

T RO ToU UL AT A e, L
Mevcut bulusun CAR’si asadidaki VL dizisini igerebilir:

SEQ ID No. 8 — murin monaoklonal antikorundan VL dizisi
.--.'.-_.-T—'--l'--'—:r"-T-‘.'-_ ST T _:i_-",'-"'"::',"";:Ji-"-"_-T_.FI':Z.""—ZT;”""_"_”—l'r--—f"
R T R ST oY OUNP TR SR O

Mevcut bulusun CAR’si asadidaki scFv dizisini icerebilir:
SEQ ID No. 9 — murin monoklonal antikorundan VH-VL scFv dizisi

b e

TR O T L Y F Pt R IR BN
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CAR asagidaki dizilerin birinden olugabilir veya bunu icerebilir:

“Campana” mimarisi kullanilarak SEQ ID No. 10 - CAT19 CAR (bakiniz Omekler)

e e A T e D N

T TR A S e e
T S F e e T S S e et T e T

S LA R R U 7 DS IR PR SRNPIEL I SURIT R TR RTINS ICE SN RN SUSI Lo
T R B AT L,

SEQ ID No. 11 - bir OX40-Zeta endo-alanli CAT19 CAR
B O T L O D
S E roe, R - s s HL
e N B A I Y N S

T e T T R PR

[ I . . | [ TR S N A B
: T N PR TRE N ST2 PR oY T TR T

TEaeTT S ST mmTe mmomameen
10 el e

SEQ ID No. 13 — Ugiincii nesil CD19 CAR

R | e o P L . Ce b B
L L L S O P S
N o . . [P | T

PR EUY I [P SO S

U2 1 S

-t & -
+
1
t
!
1

15 SEQID No. 14 — IgG1 destek aralayicii CD19 CAR



10

15

20

25

15

| I T | - |
T =0T . AR T I A T e e ST [
= [ PRI | 1l I
k | | I R i i
e T Y B T I R RINIE S SEPID SEp P s
P D £ VP (RE AT T SRR B B | A R TR P N
N P o IR D [ e T P : 1
O I g

SEQ ID No. 15 — disan mutasyona ugratimig FCR baglama alanlarina sahip insan
IgG1'inin destek-CH2-CH3'line sahip CD19 CAR

| e I Ce e B I TR
JO e N R O S T AR VY SR JR N S N S SO I UE U W
I R Co S R I TR T
A DD DU U RO 141 D SOV R Y BN
. I R S F N T S P S L Y T . R
[ O T S-S DU EULEY Wl GUEICEE ST SO SRS SRRt IR TN L TS L
| ) e L L e c .
T e e P T e T
. . T R e S R o | B P
R DR RO I N |- Ao . b B N R CIE
I Y S T B KR B UL [ N SOV

Bulusun CAR'si, (uygun oldugu takdirde, bir tamamlayici VL veya VH alaniyla baglantili
olarak) varyant dizinin CD19’a baglanma kapasitesini korumasi sartiyla, SEQ ID No. 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14 veya 15 olarak gdsterilen veya en az %80, 85, 90, 95, 98 veya

99 dizi 6zdesligine sahip dizinin bir varyantini icerebilir.

iki polipeptit dizisi arasindaki 6zdeslik yiizdesi, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov adresinden

ucretsiz olarak temin edilebilen BLAST gibi programlar tarafindan kolayca belirlenebilir.

TRANSMEMBRAN ALAN

Bulusun CAR’si ayrica, membrani kapsayan bir transmembran alan da icerebilir.
Ayrica, bir hidrofob alfa sarmal icerebilir. Transmembran alan, iyi reseptdr stabilitesi

sadlayan CD28 den turetilebilir.
Transmembran alan, SEQ ID No. 22 olarak gésterilen diziyi igerebilir.
SEQ ID No. 22

FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWY

HUCRE i¢i T HOCRESI SINYALLEME ALANI (ENDO-ALAN)
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Endo-alan, CARnin sinyal-iletim kismidir. Antijen taninmasindan sonra, reseptérler
kimelenir ve hucreye bir sinyal iletilir. En yaygin olarak kullanilan endo-alan bilegeni, 3
ITAM ihtiva eden CD3-Zetaninkidir. Bu, antijen baglandiktan sonra T hucresine bir
aktivasyon sinyali iletir. CD3-Zeta tamamen yetkin bir aktivasyon sinyali saglamayabilir
ve ilave es-uyaric sinyalleme gerekebilir. Omegin, CD28 veya OX40 veya 41BB’den
endo-alanlar, bir proliferatif/sagkalim sinyali iletmek icin CD3-Zeta ile kullanilabilir veya

tgliniin hepsi birlikte kullanilabilir.

Ik CAR tasarimlari, ya FceR1'nin veya CD3Zin y zincirinin hiicre i¢i pargalarindan
taretilen endo-alanlara sahipti. Sonug olarak, bu birinci nesil reseptdrler, kognat hedef
hucrelerin  T-hucresi  éldurdlmesini tetiklemek icin yeterli olan ancak T-hicresini
¢odalmasi ve sadkalmas i¢in tamamen aktive etmeyi basaramamig olan immunolojik
sinyal 1’i iletti. Bu sinidamanin Gstesinden gelmek icin, bilesik endo-alanlar inga edildi.
Bir T-hiicresi es-uyarici molekiiliinin CD3{'ninkine flizyonu, antijen taninmasindan
sonra bir aktive edici ve es-uyarici sinyali eszamanh olarak iletebilmis olan ikinci nesil
reseptdrlerle sonuglandi. En yaygin sekilde kullanilan es-uyarici CD28'inkiydi. Bu, T-
hiicresi proliferasyonunu tetikleyen en kuvvetli es-uyarici sinyali, yani imminolojik
sinyal 2'yi tedarik eder. Sagkalim sinyallerini ileten OX40 ve 41BB gibi TNF reseptéri
familyasi endo-alanlarini iceren baz) reseptorler de tarif edilmisti. Son olarak,
aktivasyon, proliferasyon ve sagkalim sinyalleri iletebilen endo-alanlara sahip olan
daha da kuvvetli Gguncl nesil CAR'ler tarif edilmistir. CAR’ler ve bunlarin farkh nesilleri

Sekil 4'te dzetlenmektedir.

Mevcut bulusun CAR'sinin endo-alani, CD3-Zeta endo-alaninin, 41BB endo-alaninin,
0X40 endo-alaninin veya CD28 endo-alaninin birinin veya daha fazlasinin

kombinasyonlarini i¢erebilir.

Mevcut bulusun CAR'sinin hlicre igi T-hlcresi sinyalleme alani (endo-alan), SEQ ID
No. 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 veya 30 olarak gosterilen diziyi veya bunun en az %80

dizi 6zdeslijine sahip bir varyantini igerebilir.

SEQ ID No. 23 {(CD3 Zeta endo-alani)
}'.T'.‘V'['F"T‘T""" ,.; : "'|:.' B R S AR N = D :T‘f' T
L e T DU DRT A SA Sl I SRR A ’

SEQ ID No. 24 {41BB endo-alani)
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KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

SEQ ID No. 25 {OX40 endo-alani)
RRDQRLPPDAHKPPGGGSFRTPIQEEQADAHSTLAKI

SEQ ID No. 26 (CD28 endo-alani)
KRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAY

Bu tip endo-alanlarin kombinasyonlarinin érneklerine 41BB-Z, OX40-Z, CD28-Z ve
CD28-0X40-Zeta dahildir.

SEQ ID No. 27 {41BB-Z endo-alan flizyonu)
b [ Lo N I A T T T |
Ve o ST L
[ t

SEQ ID No. 28 (OX40-Z endo-alan fuzyonu)

o B R LR I I SRR EE B ISR B

SEQ ID No. 29 {CD28Z endo-alan flizyonu)

. o I S Y
P p e e Tl et b g et g
T " ‘
SEQ ID No. 30 {CD280XZ)
T N O T L IS T AR SR

R B S I B L TR S B IR
+ R S N T R R T o C I :

Bir varyant dizisi, dizinin etkili bir transmembran alani/hiicre i¢i T hiicresi sinyalleme
alani saglamasi sartiyla, SEQ ID No. 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 veya 30'a en az

%80, %85, %20, %95, %98 veya %99 dizi 6zdesligine sahip olabilir.

SINYAL PEPTIDI
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Mevcut bulusun CAR’si, CAR bir T-hlicresi gibi bir hiicre icinde eksprese edildifinde,
yeni olusan proteinin endoplazmik retikuluma ve muateakiben, eksprese edildigi hicre

yuzeyine yonlendirildigi sekilde bir sinyal peptidi icerebilir.

Sinyal peptidinin ntvesi, bir tekli alfa-sarmal olugturma egilimine sahip hidrofob amino
asitlerin uzun bir germesini ihtiva edebilir. Sinyal peptidi, amino asitlerin, translokasyon
esnasinda polipeptidin uygun topolojisini takviye etmeye yardimci olan bir kisa pozitif
yikli germesiyle baslayabilir. Sinyal peptidinin sonunda, tipik olarak sinyal peptidazi
tarafindan taninan ve yarilan amino asitlerin bir germesi bulunmaktadir. Sinyal
peptidazi, bir serbest sinyal peptidi ve bir olgun protein dretmek icin ya translokasyon
esnasinda veya translokasyonun tamamlanmasindan sonra yarabilir. Serbest sinyal

peptitleri daha sonra spesifik proteazlar tarafindan sindirilir.

Sinyal peptidi, molekiillin amino ucunda olabilir.

Bulusun CAR’si asadidaki genel formlle sahip olabilir:
Sinyal peptidi — CD19-baglama alani — aralayici alani — transmembran alanvhiicre igi T

hicresi sinyalleme alani.

Sinyal peptidi SEQ ID No. 31'i veya sinyal peptidinin halen CAR'nin hiicre ylzeyi
ekspresyonuna neden olmak igin islev gérmesi sartiyla bunun, 5, 4, 3, 2 veya 1 amino

asit mutasyonuna (sokuntular, ikameler veya silintiler) sahip bir varyantini igerebilir.

SEQ ID No. 31: METDTLLLVVVLLLVWWPGSTG

SEQ ID No. 371'in sinyal peptidi kompakttir ve olduk¢a etkilidir. Sinyal peptidazi
tarafindan etkili yok etme saglayarak, terminal glisinden sonra yaklasik %95 yarilma

sagladigi éngorilmektedir.

ARALAYICI

Mevcut bulusun CAR’si, CD19-badlanma alanini transmembran alaniyla baglamak ve
CD19-baglama alanini endo-alandan uzamsal olarak ayirmak icin bir aralayic dizisi
icerebilir. Esnek bir aralayici, CD19-baglama alaninin CD19 baglanmasini temin etmek

icin farkh ydnlerde yonlendiriimesine olanak saglar.
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Aralayic dizisi, 6megin, bir [gG1 Fc bdlgesi, bir [gG1 destedi veya bir CD8 sapi veya
bunlarnn bir kambinasyonunu igerebilir. Aralayici alternatif olarak, 1gG1 Fc bélgesi, bir

IgG1 destedi veya bir CD8 sapi ile benzer uzunluda vefveya alan aralama dzelliklerine
sahip alternatif bir dizi igerebilir.

Bir insan 1gG1 aralayici, Fc baglayici motifleri yok etmek igin degistirilebilir.
Bu aralayicilar icin amino asit dizilerinin 6rnekleri agadida verilmektedir:

SEQ ID No. 32 (insan IgG1'inin destek-CH2CH3'u)
AFPKSPIKTRTLPPCPAREVAGPSYFI FRPKPKDTIMIARTREN TOWVY Y VS HEDF S
VEFNAY DGV EVANSKTRPREECYNSTYRUW SV LTV LHOIDWLNGKEY KCKVSNKA
LPAPIEKTISKAK S PRESONVY T _PPSROELTKNCVSLTILVKGFYPSDIAVEWE SN

COPENNYK T PPWLOSCOSF-LYSKLTVYDKSEWOOONVFSCEVMHEAL AN-Y TOK
SLSLSPGKEKD

SEQ ID No. 33 (insan CD8 sap1):
TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACDI

SEQ ID No. 34 {insan IgG1 destegi):
AEPKSPDKTHTCPPCPKDPK

SEQ ID No. 35 {IgG1 Destek-Fc)

AFPKSPTKTHTLRPCRADE. | GGPSYEL FPOKPKDTI M SRTPEVTCVUWWDVSHF IR
EVEFNWY VOGVEVENALSTEEREEDY NS TYRYVSVLTYLHOQDWLNGKE Y KT AYSNK
ALPAPIEKTISKAKGOPREPCYYTLFPSRZELTKNIWELTCLVKGFY PSDIAVEWESN
GOPENNYKT TP L DSDOSF- LY SKLTY KSR WOOONVFSCSYMHEALANAY TOK
SLSLSPGKALPK

SEQ ID No. 36 (Fc reseptorll tanima motiflerinin yok edilmesi igin modifiye edilmis
IgG1 Destegdi - Fc)

AFPRESPTKTETLRPCPA PRV AT GRSVFLF OPKPKDT . MIARTRPEVT OV SHEDP

EVEFNWY VOGVEVENALSTHEREEDY NS TYRYVSYLTWLHQDWLNGEEY KT AYSNE
ALPAPIEKTISKAKGOPREPCVYTLEFPSRZELTEN WSLTCLVKGFY PSOIAVE'WESN

GOPENNYRT PPV JSCCSF= LY SKLTYDKSRWOOGNYVFSCEVMHE AL ANAY TOK
SLSLSPGKALPK
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Modifiye kalintilarin alti ¢izilidir; * bir silintiyi simgelemektedir.

INTERFERON SALIMI VE CAR T-HUCRES|I TUKENMESI

Mevcut bulugun sahipleri, CAT19 scFv'ye dayali bir CD19 CAR'sinin, daha disuk

toksisite ve daha iyi etkililikle sonuglanabilen 6zelliklere sahip oldugunu bulmustur.

CD19 CAR terapisiyle ana deneyin fmc63 scFv'sine dayali CAR'lerle yapildigi ve en
eski, en blyiik ve belki de en kayda deger klinik veri grubunun fmec63 tabanli Campana
CAR oldugu géz dénine alindiginda, mevcut bulusun sahipleri bu Campana CAR'sini
“altin-standart” olarak almistir. Dolayisiyla fmc63-Campana CAR ila benzer ancak
fmc63 yerine CAT19 scFv'ye sahip bir CAR arasinda bir karsilagtirma yapimistir,
Sasirtic sekilde, mevcut bulusun sahipleri, CAT12 CAT T-hiicreleri CD19 eksprese
eden hedef hicrenin dldurilmesini saglarken ve CD19 eksprese eden hedeflere yanit
olarak godalmisken, interferon-gamma saliminin daha az oldugunu bulmustur. Ayrica,
agresif bir B-hticresi lenfomanin bir ki¢glik hayvan maodeli, fmc63 ve CAT19 tabanl
CAR’ler arasinda esit etkililik ve esit yamanma gdéstermistir, ancak sasirtici gekilde,
fmc63 CAR T-hiicrelerinden daha az CAT19 CAR T-hucreleri tiketilmigtir.

Bulusun CAR’si, CAR T hiicrelerinin hedef hicrelerle temas ettiriimesini igeren bir

karsilastirmal tayinde %25, 50, 70 veya 90 daha diisik IFNy salimina neden olabilir.

Bulugsun CAR’si, CAR T hicrelerinin fmec63 CAR T hicrelerinden daha kicik bir
parcasinin tukenmis hale gelmesiyle sonuglanabilir. T hocresi tikenmesi, PD-1
ekspresyonunun analizi gibi teknikte bilinen ydntemler kullanilarak tayin edilebilir.
Mevcut bulusun CAR’si, CAR T hicrelerinin hedef hlcrelerle temas ettiriimesini igeren
bir karsilastirmall tayinde fmc63 CAR T hiicrelerinden %20, 30, 40, 50, 60 veya 70

daha CAR T hiicresinin PD-1 eksprese etmesine neden olabilir.

NUKLEIK ASIT Dizisi

Bulusun ikinei ydnu, bulusun birinci yonanan bir CAR’si i¢in kodlama yapan bir nukleik

asit dizisiyle ilgilidir.
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Nikleik asit dizisi SEQ ID No. 10-15’in herhangi biri olarak gdsterilen amino asit

dizisine sahip bir CAR kodlama becerisine sahip olabilir.

VEKTOR

Mevcut bulus ayrica, mevcut bulusa gdre bir niikleik asit dizisi igeren bir vektdr de
saglamaktadir. Bu tip bir vektdr, mevcut bulusun birinci yoniine godre bir molekil
eksprese etmesi ve Uretmesi igin nikleik asit dizisinin bir konak hicrenin igine

eklenmesi igin kullanilabilir.

Vektdr, drnegin, bir plazmid veya bir retroviral vektér veya bir lentiviral vektér gibi bir

viral vektdr olabilir.

Vektdr, bir T hiicresi gibi bir hiicreyi transfekte etme veya kalit aktarma becerisine

sahip olabilir.

HUCRE

Bulus aynca, bulusa goére bir niikleik asit iceren bir hlcre de saglamaktadir. Bulus,
hiicre ylizeyinde bulusun birinci yonine gore bir CAR eksprese eden bir hiicre

saglamaktadir.

Hicre, bir T-hicresi veya dogal olduriici (NK) hicre gibi bir sitolitik immun hicresi

olabilir.

Bulugsa gore bir CAR eksprese edebilen bir hiicre, bir hicrenin CAR-kodlayan niikleik

asitle kalit aktarilmasiyla veya transfekte edilmesiyle yapilabilir.

Bulusun CAR-eksprese eden hucresi ex vivo dretilebilir. Hilcre, hastadan veya bir
donorden bir periferik kan tek gekirdekli hiicre (PBMC) gibi bir hiicre numunesinden
olabilir. Hicreler, CAR-kodlayan nukleik asitle kalit aktariima dncesinde, drnegin bir
anti-CD3 moncklonal antikoruyla muamele edilerek aktive edilebilir ve/veya

genlestirilebilir.

FARMASOTIK BILESIM
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Mevcut bulus ayrica, farmakolojik olarak kabul edilen bir tasiyici, seyreltici veya
eksipiyanla birlikte bulusun bir CAR-eksprese eden hicresini veya birden fazla
hiicresini ve opsiyonel olarak bir veya daha fazla diger farmakolojik olarak kabul edilen
aktif polipeptit ve/veya bilesik ihtiva eden bir farmasaétik bilesimle de ilgilidir. Bu tip bir

formilasyon, éregin, intravendz inflzyon igin uygun bir formda olabilir.

TEDAViI YONTEMI

Mevcut bulusun CAR-eksprese eden hiicreleri, B-hiicresi lenfoma hiicreleri gibi kanser
hucrelerini dldirebilir. T-hicreleri veya NK hicreleri gibi CAR-eksprese eden hucreler
ya ex vivo olarak ya bir hastanin kendi periferik kanindan {1. parti} veya dondr periferik
kanindan bir hematopoietik kok hlcre nakli dizeninde (2. parti) veya baglantisiz bir
donorden periferik kandan (3. parti) yaratilabilir. Alternatif olarak, CAR-eksprese eden
hiicreler, induklenebilir progenitdr hiicrelerin veya embriyonik progenitdr hiicrelerin T-
hiicreleri gibi hicrelere ex vivo farklilastirimasindan tiretilebilir. Bu 6rneklerde, CAR
hicreleri CAR igin, bir viral vektdrle kalit aktarim, DNA veya RNA ile transfeksiyon dahil
olmak Uzere bircok aracin biri tarafindan DNA veya RNA kodlamasinin eklenmesiyle

dretilir.

Mevcut bulusun bir CAR molekiillini eksprese eden T veya NK hicreleri, hir kanserdz
hastaligin, dzellikle CD19 ekspresyonuyla iliskili bir kanseréz hastalidin tedavisi igin

kullanilabilir.

Hastaligin tedavi edilmesi igin bir yontem, bulusun bir hicresinin veya hicrelerin
populasyonunun terapdtik kullammiyla ilgilidir. Bu acidan, hiicreler, hastalikla iligkili en
az bir semptomun azaltlmasi, indirgenmesi veya lyilestirimesi ve/veya hastaligin
ilerleyisinin yavaslatimas), indirgenmesi veya bloke edilmesi amaciyla mevcut bir
hastallk veya durumu olan bir sljeye verilebilir. Bulusun yontemi, B hicreleri gibi
CD19-eksprese eden hiicrelerin hiicre aracili dldurllmesine neden olabilir veya bunu

tesvik edebilir.

Bulug simdi, teknikte uzman bir kisiye bulusu gerceklestirmesinde yardimei olma gorevi
amacinda olan ve bulusun kapsamini herhangi bir sekilde sinirlama amacinda olmayan

Ornekler yoluyla ayrintil olarak tarif edilecektir.
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ORNEKLER

Ornek 1 — VH ve VL'nin klonlanmasi ve CD19 baglamanin ispati

VH ve VL bir fare anti-CD19 monoklonal antikorundan klonlandi ve gergeve iginde
insan kappa sabit bdlgesiyle ve insan IgG1 sabit bdlgesiyle kaynastinidi. Bu kimerik
agir ve hafif zincirler bir ekspresyon vektoriinin icine klonlandi ve 293T h(icrelerinin
transfekte edilmesi i¢in kullanildi. Muteakiben udretilen antikor SupT1 hicrelerinin
(CD19 negatif olan bir T-hicre cizgisi) ve CD19 pozitif olmalan icin islenmis olan
SupT1 haerelerinin boyanmasi i¢in kullanildi. Bu boyama, CD19'un 6zgul baglanmasini

gostermektedir (Sekil 2).

Ornek 2 — VH/VL’nin CD19’u baglayan bir scFv olusturabildiginin ispati

Daha sonra, klonlanan VH ve VL'nin CD19u bir scFv formatinda baglayabilip
baglayamadigi arastirildi. VH ve VL bir scFv olarak iki yonlendirmede klonlandi: her iki
degisken bdlgenin (SGGGG)4'ten olusan bir badlayiciyla ayrildigr VH-VL ve VL-VH. Bu
scFv'ler, $ekil 3a'da gdsterildigi Uzere trunkat CD34 ile es-eksprese edilen bir
sinyalleme-yapmayan CAR igine klonlandi. Kisaca, bu bir sinyal peptidinden, scFv'den,
insan 1gG1’inin destek-CH2-CH3'linden, CD8 transmembran alanindan, CD8 endo-
alaninin ilk 12 kalintisindan, bir FMD-2A peptidi olan TeV’den, trunkat insan
CD34’Gnden olusur. Karsilastirma saglamak igin, fmc63’ten scFv ve baska bir anti-
CD19 hibridomu 4g7'den scFv, yani formatta hem VH-VL ve VL-VH ydnlendirmelerinde

klonland.

Bu sekilde, gesitli parametreler ¢aligilabilir; (1) murin Fc'sine kaynastinlmis rekombinan
kognat hedef antijeninin kullanimiyla hedef antijenin CAR'ye badlanmasi, sinyalleme
nedeniyle reseptdriin igsellestiriimesiyle engelsizlestiriimis; (2) Reseptdriin stabilitesi
poliklonal anti-Fc kullanilarak belirlenebilir; (3) kasetin ekspresyon seviyeleri CD34 igin

es-boyamayla kontrol edilebilir.

Bu vapilar, SupT1 hucrelerinin icine kalit aktarildi. Rekombinan CD19-fare 1gG2aFc
fuzyonu olugturuldu. SupT1 hucreleri, farkh floroforlara konjuge antikorlarla fare-Fc,

insan-F¢ ve anti-CD34 icin boyand, stabilite/baglanma akis-sitometriyle sorgulandi.
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Kullanilan farkh scFv’lerin dizileri asadida ayrintili olarak verilmektedir:

>scFv_fme63_VH-VL (SEQ ID No. 37)

+ I . I - b I
! | bl | -

' | VoL 3l
1l - - s - | TUTES Tt TaT

>scFv_fme63_VL-VH (SEQ ID No. 38)

I B I S I AT T N TR
[ TR TR BT N SR R T I I
H LI o | S PO T R B A D ) o

>scFv_4g7_VH-VL (SEQ ID No. 39)

T T o PO P RS O S .
R o TV FETRITINY I IO SRS L SR N
- s I ! et 1 oo h I

>scFv_4g7_VL-VH (SEQ ID No. 40)

. [ [
" I R
! ol oo t 3 = AN l |
! I R 1 I v
>scFv_CAT_VH-VL (SEQ ID No. 9)
.o o : N - T |
t [ t S I ! R |
| 1 I b~ i bl
t t M [ i
>scFv_CAT_VL-VH (SEQ ID No. 41)
.- [ oL T PR P (]
v N L P B Ry &
=1 1 b bkl B e [0 4
H . | L

Kullanilan yapi ve boyama sonuclan Sekil 3'te dzetlenmektedir. Sasirtict bir sekilde,
VH-VL vyénlendirmesinde scFvIi CAT CAR CD19u  baglarken, VL-VH
yénlendirmesinde scFv'li CAT19 CAR minimal CD19 baglanmas! verdi. Bu, CD19'u
hem HL hem LH yonlendirmelerinde baglamis olan fmc63 CAR’lerden ve 4g7
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CAR’lerin aksinedir. HL CAT CAR'nin badlanmasi ve stabilitesi, fmc63'lUnkine esit gibi

gorinmektedir.

Ornek 3 — CAT19 CAR _fonksiyvonunun_fmc36 CAR've karsi _in_ vitro
karsilagtiriimasi

HL ydnlendirmesindeki CAT scFv, Campana (Imai et al (2004) Leuk. Off. J. Leuk. Soc,
Am. Leuk, Res. Fund. UK 18:676-684) tarafindan tasarlanan bir CAR iskelesinin icine
klonlandi. Etkili sekilde, fmc63 scFv bir CAT scFv ile dedistirildi ve 6zglin fmc36 tabanli
CAR ile karsilastinldi. Bu CAR bir sinyal peptidi, scFv, bir CD8 sap aralayici ve
transmembran ve 41BB ve Zeta endo-alanlarn icerir. CAT CAR ve fmc63 CAR’nin

amino asit dizileri asadida verilmektedir:

>CAT19_CAR (SEQ ID No. 10)

WMETSHCWMALCLH GADEADADVQ QOSCPRIVEPGASVRKISTEASGY AFSSEAM
NANKOIREGHGLDWIGRIY 2GOELTNY SGE TR OKATLTADKSS T TAYMCLESLTSLOD
SAVYSCARSLLYGDYLLYWGOCT TLTYSSCHGGSGGLGHGEEESNV . TISPA M
GTSYILTIKNMEALDAATY Y ZOCWNINPLTFGAGTHLI LKRSDPTTTRAPREPRET 20 F
TIASCPLESLRPEACRPAAGGAVHTRG CFACDYINAPLAGTCGVLLLELVITLYCKR
GREELLYIE KCHEE MREVET TGEE DGOSR PLLLLSGULLRVKE SESADARSY Q)
GONIYNELNLGRREEDVLDKRRGROPEMGGAPRRLKNPCEGLYNELC KDKMAE
AYSEIGNKCGERRRGKCHEGLY QELSTATK T > DalAMOA _PPR

>Fme63_CAR, Imai et al (2004) supra tarafindan tarif edildigi izere (SEQ ID No. 42)
WETOTL 1WA LAY DGSTGOIOMTRTTSS. SASEGNRYTISORASGINISKY I NAYD
QKPIGTWKLLIMHTSRLESGVPSRFSGEGSGTOY SLTISNLE QS DIATYFLCOGNT .

F* GG TR _E TKAGGHLGEGGGLEGGHGGSGLEGEEVALOESGPGLYAFSLELS
VTOTVSGYS _PDY GVSWIROPPRKGLIALGYIWESETTYNSALKSRLT KDNSAS
OVELKMNSLZ DO T2 lY Y CAKHY Y GESYAMDYWEAGTEVTVS SORPTTTRAFR 2P
THAPNASTE S RPEACHPAAGGAVE TRG DEACTHY AR AGTIGYIL TSI LY

CKRGREX . IYI-RDPFMRPYOT T QrFOGLSCRFFAF-FELGORI RVAFSREANARAY
QOGONOLYNELNLGRREEYDY _.CKRRGRECPEMGRAFIIKNPOEGLYNSLCKDKM

AESYSE CMKCERRRGAGHDGLYOGLETATKDTY DAL IMTA _PPR

5 farkh dondrden primer insan T-hucreleri Campana formatinda CAT19 CAR veya
fme63 Campana CAR’sinin kendisi i¢in kodlama yapan lentiviral vektérlerle kalit

aktarildi. Bu T-hucreleri daha sonra cesitli tayinlerde kullanildl. SupT1 hiicrelerine kargi
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krom acgifa cikarma tayini gerceklestiriidi. Bu hicreler CD19 negatifti. CAR T-
hucrelerinin ikisi de, CAR19 CAR’nin CD19 negatif hicrelere karsi hi¢ 6zgul-olmayan
oldurme aktivitesine sahip olmadigini ortaya koyarak bu hicre cizgisine kargi yanit
vermedi [Sekil 5(a)]. (b) Krom a¢ida ¢ikarma tayini ayrica, CD19 eksprese etmek igin
islenen SupT1 hucrelerine kargi da gergeklestirildi. Her iki CAR de bu tayinde bu hicre
gizgisine kargi yiiksek-seviyelerde &ldiirmeyle esit olarak performans goésterdi [Sekil
5(b)]. Daha sonra, hedef kiiltirlerle es-kiiltirden sonra efekitdr hiicrelerin ylizeyi
tzerinde CD107 igin boyamayla bir degranilasyon tayini gergeklestirildi. Burada ya NT
T-hicreleri, fmc63 CAR T-hicreleri ya CAT19 CAR T-hicreleri efektdrler olarak
kullanildi ve ya SupT1 ya SupT1.CD19 hiicreleri hedefler olarak kullanildi. Yizey
CD107, CD4+ ve CD8+ hicrelerinin degranilasyonunun diferansiyel dlcimine olanak
sadlamis olan akig-sitometri ile saptandi. [Sirasiyla Sekil 5(c) ve (d)]. Degranillasyon,
fmc63 CAR T-hucrelerine kiyasla CAT19 CAR T-hdcreleriyle artti. Proliferasyon, tritiye
timidilat birlestirme kullanilarak kestirildi. Burada, NT, fmc63 CAR T-hlcreleri, CAT19
CAR T-hiicreleri, CD19 eksprese etmesi igin islenmis olan SupT1 hicreleriyle es-
klltirlendi. Bu deneyde timidilin birlestiriimesiyle, GD2 hedefleyen bir ilgisiz CAR de
test edildi. CAR19 CAR T-hicreleriyle artan proliferasyona bir egilim vardi [Sekil 4(e)).
Daha sonra, SupT1 veya SupT1.CD19 hiicrelerine kargl zorlamadan 24 saat sonra ya
NT T-hucrelerinden, fmc63 CAR T-hicrelerinden, CAT19 CAR T-hiicrelerinden veya
GD2 CAR T-hiicrelerinden interferon-gamma salimi ELISA ile dlgildii. CAT19 CAR T-
hiicreleri CD19+ hedefleriyle zorlandiginda fmc63 CAR T-hlicrelerinden kayda deger

sekilde daha az interferon-gamma Uretti.

Ornek 4 — CAT19 CAR terapisinin in vivo etkililigi

Bu in-vivo model icin deney dizenegdinin hir dzeti sekil 6{a)da mevcuttur. Kisaca NSG
(NOD scid gamma, NOD. Cg-Prkdcs 112rg"™"™!/SzJ) fareler, insan hiicre gizgilerinin ve
primer insan T-hlicrelerinin yamanmasi igin izin verici olmalan agisindan bagisikliklar
yeterince bozulmustur. Raji hiucreleri, Burkitt lenfomasindan tlretilen bir B-hlcre
gizgisidir. Bu hucreler, agresif bir Idsemi-benzeri sendroma neden olarak NSG
farelerinin kemik iligi icerisinde kolayca yamanir. Raji hucreleri, biyoluminesan
gérintileme (BLI) kullanilarak invazif-olmayan izlemeye olanak sadlamak icin ateg
bocedi Lusiferazi eksprese etmek icin islendi. Farelere kuyruk damarn enjeksiyonu
vasitasiyla 2.5x1075 Raiji.FLuc hicreleri enjekie edildi. 24 saat sonra, ya NT primer

insan T-hicrelerinin, ya fms63 CAR ile kaht aktarilmis T-hicrelerinin veya CAT19 CAR
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ile kalt aktariimis T-hicrelerinin 4x10%6’s1 kuyruk-damari enjeksiyonu vasitasiyla
verildi. Tumodr yamiti sirall olarak BLI ile o6lgllda. Kuyruk-daman kani 4. gunde
yamanma ve serum sitokini agisindan drneklendi. Hayvanlar 11. gunde secilip
olduriildld ve dokular CAR T-hlicrelerinin persistansi ve timér yikl agisindan ¢alisildi.
10. gunde farkh fare kohortlarinin BLI gorintilemesi sekil 6(b)de gosterimektedir.
Yaygin hastalik NT T-hiicreleriyle tedavi edilen farelerin pelvisinde, omurgasinda,
kaburgalarinda, kafatasinda ve dalaginda gorilirken, ya CAT19 CAR T-hlcrelerini
veya fmc63 CAR T-hiicrelerini almig olan farelerde minimal sinyal belirgindir. Zaman
icinde farkli fare kohorilarindan ortalamasi alinan kantitatif biyoluminesan sinyal, sekil
6(c)de bir log-dlcedi Uzerinde gdsterilmektedir. NT T-hiicreleri almig olan farelerdeki ve
CAR T-huacreleri almig olan farelerdeki sinyal birikiminde bariz bir farkhhk
gordimektedir. fmc63 CAR T-hucreleri veya CAT19 CAR T-hicreleri almig olan
farelerde sinyal birikiminde hi¢ farklilk gorilmemektedir. Son olarak, oldirlldukten
sonra, her bir fareden kemik-iliginin akis-sitometrik analizi, timér yikind dogrudan
belirlemek igin gergeklestirildi. Raji hicreleri, insan B-hlicresi markorleri eksprese
ettiklerinden fare hematopoietik hicrelerden ve adoptif olarak aktarilan T-hlicrelerinden
kolayca ayirt edilebilir. Minimal Raji hicreleri, ya fmc63 veya CAT19 CAR T-hicreleri

almig olan farelerin ilijinde saptanabildi.

Ornek 5 — in vivo israrli CAR T-hiicrelerinin karakterizasyonu

Yukaridaki hayvan modellerinden, mevcut bulusun sahipleri, CAR T-hiicrelerinin her iki
tipinin, bu NSG farelerinin kemik-iligi ve daladi iginde yamanip yamanmadigini
belirlemeye calisti. Sayim boncuklariyla kemik-iliginin ve dalagin akis-sitometri analizi,
CAR T-hucrelerinin mutlak sayisinin belirlenmesine olanak sagladi. Bu veri sekiller 7(a)
ve (b)de gosterilmektedir. fmc63 CAR T-hiicreleriyle veya CAT19 CAR T-hiicreleriyle
tedavi edilen hayvanlardan farelerin dalaklarindaki CAR T-hicrelerinin mutlak sayilar
benzerdi. Daha sonra, mevcut bulusun sahipleri, bu farkh dokulardaki tikenmis T-
hicrelerinin  sayillarinda herhangi bir farkliik olup olmadigini belirmeye giristi.
Yukaridaki numunelerde PD1 ekspresyonu icin es-boyamayla, tlikenmis T-hlcrelerinin
sayilan belirlenebildi. Bu veri sekiller 7{c) ve (dyde gosteriimektedir. $Sasirtici bir
sekilde, CAT19 CAR iceren her iki doku b&lmesinde, fmc63 CAR’'den daha az tikenmig

T-hiucresi mevcuttu.
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val

Lys

Gly

Ser

140

Gln

Glu

Hin

hAap

I'ra

ThT
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L0

Val

Ala

His

Any
125

ly G-

1l

Lys

Teo

Thr |

205

Ala

Cly

PFro A

Leu

His

wal

Phe
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Tyr

Tyr
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]
w

Val
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Tye
1313

Thr
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Iie

Tyr
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o
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Lz

Sy

Lema

Thr
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Gl
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Th:

Thr
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o
L

Pro

Ary

Gly

335

Mot

Pro

LT

Gly

Iz

1€C

Mel

Gln

24C

Azg
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120
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A=r

Ty
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Ala

Proo
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Zle

val

Axr,

val

Ay

4E%

Lyr

Lye

Fro

370

Fro

Gln

Lye

=1l

Latn

450

ADyg

Gly

Avp

Arp

Glu

Fhe

Lty

4235

Ly=

- Ala

Lys

Thr

Bl

<210> 14

<211> 465
<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> 1gG1 mentese aralayicisi ola CAT19 CAR
<400> 14

vet Gly Thr

ASY:

val

His

Lys

Ala

Pre

Arg

Ala

Gly

Ser

420

Tye

Lys

AT

Tyr

Hin

]
o

Arg

Asr.

Arg

Pra

Ala T

445

His

Asp

Phe

Lys F

R 2¥]

Ala

Scr

Glu

hry

Gln

470

Asp

Ala

Ala

E

Asp

Ala

Leu

Cly
4558

3lu

Sar

Gly

L

Ser lev Leu Cysa

5

A3 Ala Gln val

Q0

Sy Ala Ser Vval

Ala

Fro

Ala

Asp

Ast

449

Arg

Gly

Glu

Lau

His
nZa

Trp

Gln

Lys
40

Iyr

His

Ala
425

amty 3

Asp

P 25}

Ila

Tyr
08

e

Mt

Het

Lau
e

Ilae

Arg

Set
41¢C

Pro

Dra

Tyr

Rly
49¢

Olr

Ala
w0

Fla

41

Ser

Gly

9%

Ty

Ala

ALQ

Glu

Asn

475

Mt

Gly

. Alm

Gl

Arg
JBD
Ser
Leu
Tyr
At
MR
460
3lu
Lya

Lauy

Lasny

Ser

Ser Cya Lys

165

Asp S

Fhe

Ala

Sln 3

Glu
Jd45

L=11

Sar

Fru

5Zh

Leu

Ala
45

AL

Lys

Sly

3lan

Slu

Thr

510

PFro

Leu

Ar3y Leu

Thzr Pro
400

[lea Arg
415

Sly Gln

Ty:r Awp

lys Prao

Lye Anp
4H0

Arg Arg
£95

Ala Thr

Gly Ala
15

Zlu Leu

Cly Tyr
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Tyr

Ser

Ala

Tyr

Sar

14>

Sl

Thr

lys

Alas

Lys
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ley

Fhie

<]

POt 141

Thr

Val

Sar

13
-
"

Ser

Phe

Zys

Pl

Thr

val

Ser

Gzl

Gly

Ty
115

: Gly

Gly

rro

Gly
195

Leu

Gle

Hie
27%

val

Ser

Trp

Lys#

Fhe

&

A_a

.82

Tar

val

Thr

Thr

val

R

11

¥he

2y

Tyr

aly

Ila

165

Sar

Fre

Ile

Trp

i4n

P s

T

Gly

Lyk

Met

Ala

Mar

Sar

Asp

Azn
230

Fro

Mest

Areg

Anp

Aeg

kit 3

LA

> Gly

Sear

Lys

ACg

21R

Agr.

Ile

ro

val

Asn

Lys

r laay

Shr
129

T

Ala

Wa.

Arg

700

Phe

Met

Asn

- AR

Cya
287

Leu

Ty

Tyr

Ala

Ser

1y

—raly

Sar

Sar

165

IzF

zlu

2E5

Fro

Ala

Val

Hro

Thr
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Val

Gly

bro

1710

Ty:

Ile

Gly

Ala

Leu

P

Aln

Lys

42

Lys

Lesy

Tye
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i 4
B3

Ser
)3

Sy

Hat

YV oul
LY B
[V

~hr

Asp

Tyr

Glen

&0

Axp

Thr

Thr

Seat
1410

Gln

Eis

Asp

Phe

Fro

Fro

Az

Gla

Ala

Seas

Ile

Lys

Top

Ala

Gly

Lye

Leu

Pro

Ax

Asp

3lu

110

Tyve

Gly 3

Yal

Wal

Tyr

L90

Gly

Ala

Ala

Moo
-4 3
on

Pho

Leu

Gly

Thr

hap

L

Laass

Thr
1758

Thr

Thr

Sly

2%%

Fro

Trp

Vel

Lys

Aar

ac

Ser

Anp

Gly

The

160

Mat.

Leu

Tyr

240

Thr

Anp

Vval

TEr
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250 295 aco

val Ala Fhe Ile Ile Phe Trp Val Arg 3er Lys Arg Scr Arg lcu Lcu
318 310 315 320

His Ser Aap Tyr Mt Asn Met Thr Pro Arg Arg sra Gly Fro Thr Arg
azs aic 3

Lys His Tyr 3.2 Pro Tyr Ala Pre Pro Arg Asp Fhe Ala Ala Tyr Arg
343 348 350

Val Lysa Phe Ser Arg Ser Ala Asn Ala Pro Ala Tyr 51n ln
iy 184 LTS

Gly Gln Azn 4.0 Leuv Tyr Asn Glu Zeu Asn Leu Gly Arg Arg Slu Glu
kR 7% 3f0

Ty Asp Val Les Asy Lys Aryg Arg Sly Arg Asp Fro Glu Met Gly Fly
ENL 380 95 a0

Lys Fro Arg Arg Llys Asn Fro Gln Glu 3ly Leu Tyr Asn 3lu laew Gln
425 41¢ 415

Lys Asp Lys Mat Ala Glu ARla Tyr Ser Glu Tle Gly Met Lys 5ly Glu
423 LYl 430

Ars Arg

-~

PV E
. e
(s}
e
S

LlLys Cly His Asp Cly leuv Tyr Cln Cly lau Sar Thr
4449 4§45

Als Thr Lys Asp Thr Tys Asp Ala Lo llis Met Gln Ala Leu Pro Pro
qn0 %h 469

Acg

465

<210> 15

<211> 681

<212> PRT

<213=> Yapay Dizi

<220>

<223> FcR baglanma bolgeleri mutasyonla ¢ikarilmis olan insan 1gGlI'nin mentege-
CH2-CH3'l olan CAT19 CAR

<400> 15

¥et Gly Thr Ser lec Leu Cys Trp Met Ala Leu Cys Leu Leu Gly Ala
- 5 -0 1t

Asp His Ala Asp Ala GGln Val Gln leu Zln Gln Ser Gly Pro Glu Lew
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Ala

Tyr

Ser

Ala

TyrC

Sar

145

The

lLys

Ala

Tyr

22k

Tyr

Lyn

Fhe

50

Leuy

Thr

val

Trp

1430

Aly

Ser

Set

2190

Phe

~
Ty

Leu

(B
L ow

Sar

Glu

Thr

Tyr
11

Qly

Fre

el

Ser

Tre

Lys

Ala

100

Fhe

Gly

Ala

Ala

le0

Ths

V.

Thr

&ln

Lau
260

Alan

Ile

Phe

g%

Tyr

Cys

Gly

e

tro

Ile

Trp

245

Lys

- Trp

Ala

Thr

Rar

15C

Mat

Ser

Yro

Aup

Aer.

21¢

her

- Val

Mol
EL]

.t

Aup

Glr

ACg

Tn-

14

Gly

LT

Lyw
(44}

ASn

Fyy

Teu

Ser

20

lLeu

Gly

- Ala

Val

At

200

Phe

Asn

ASD

Tyt

Ala

Ser

13%

Leu

Thr

Setr
184

Pro

Pro
26%

Val

Fro

The
30

8

¥al

15

Gly

Ala

44

¥a

Lys

Lasta

Lt

I'yr

I'yr

%
1
La}

S5lu
235

Thr

Slu

Lys

3l

(3

A=y

Thr

Thr

Sly

Ser

140

Gle

Gl

Him

Ang:

3ly

220

Ay

Fhe

Fro

Arg

51l

Ala

Ila

Tys

Tip

Thy

203

Ser

Ala

Lys
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e
L
"

Pro

Aup

Asp

Zlu
110

s Tyr

Cly

Val

Val

Tyr
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a

el

Ala

Y SF
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Tht

Iyw
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han

Cly
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lLys

Tht

Thr

ly

24D

Pro

Tyr

Lys
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Ser

Asp
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6L

Mot
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“nr

Asp
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Ser

Aryg
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Prc

Ala

val

Tyr

Thr

388

leu

Cya

sSer

Ala

Lys

Ala

Thr

Val

220

Thr

Glu
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Lys
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Ile

Lau

Asn
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450

Arg

Leu

Ly=»

Cys

Hus

e

P

ha

Pra

Vval

“hy

Val

Rk

Cys

SEmr

Val

G.y

FRL

Asp

Asp

Tyr

Thr

18 }

Zlu

Lys

ays
G

Lys

Lys

Lys
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sin

Gly

Gln

Aon

Pz

seo

Ser

Cys

Pha

Val

Phe
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yeo

Tnr

Val

Ala

Arg
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Gly

Pro

Ser

Gla

Hiz

4BT

Ly»s

Laa

Fruo

Thr
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ATy
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Asp
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Slu
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Tyr
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Tyt

Asr
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Glu
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Sar
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Tyc

Tyr

Pha

Lys
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Tyr
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Lys
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<220>
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<210> 17
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[
L9 I

Thy

Tyr

51ln

531lu

Lou

Lau

Arg

Arg
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a%h

AsSp

Thr
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<400> 17

Trp Gly Ser Glu Thr
1 5

<210> 18

<211> 12

<212> PRT

<213> Yapay Dizi
<220>

<223>VH CDR, CDR3

<400> 18

His Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Yapay Dizi
<220>

<223> VL CDR, CDR1
<400> 19

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Lys Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 20

<211>7

<212> PRT

<213> Yapay Dizi
<220>

<223> VL CDR, CDR2
<400> 20

His Thr Ser Arg Leu His Ser
1 5

<210> 21

<211>9

<212> PRT

<213> Yapay Dizi
<220>

<223> VL CDR, CDR3
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<400> 21

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210= 22

<211> 27

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> transmembran domeni
<400=> 22

48

Fhe Trp ¥al Lau Val ¥al Val Gly Gly Yal lLeu Ala Cys Ty- Se- Leu

1 S

)

Ly Val Thr Val Ala Phe Tleé Ile Fhe Tro Val

20 ih
<210> 23
<211> 114
<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> CD3 zeta endodomeni
<400> 23

Argy Ser Arg Val lys Phe Ser Arg sSer

Glrn Gly 3ln Agn 31r lay Tyr Asn 5Glu
20 23

Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg o

s 40

Gly Lys FPrc Arg Ary Lys Asn Fro 3Gln
5C 3]

Glr Lyz Aszp Lys Mot Ala Glu Ala Tyr
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q%

Th- Ala Thr TLys Asr Thr Tyr Asp Ala
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-
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ha

Ala

Asr.

yat

Sly

Ala
11¢

15

Glu
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Slu

- Gly

Lau
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<210> 24

<211= 42

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> 41BB endodomeni
<400> 24

Lys Arg Gly Arg lys Lys Leu Leu Tyr

a

Arg Fro Val SIn Thre Thr Glm Gl 5

70

fro Clu Clu Slu Sle Cly Cly Cys

15

<210> 25

<211> 37

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> 0X40 endodomeni
<400> 25

Ary Azg Asp
z 5
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e
]

Gly Ser Fhe Ary Thr Pro Ile Glao

70

Thr leu Ala Lys Ile
15

<210> 26

<211= 37

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> CD28 endodomeni

49

n Arg Leu Fro Freo

49

Ile FPhe Lys 51lr Fro Fhe Me:

1=

v Asp Gly Tys Ser Cywm Azryg Fhe

33

Ala Mi1m Lys Prc Pro CGly Oly
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Slu 3lu Gln Ala ASp Ala His Ser

33
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<400> 26
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Gly

Ala
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<210> 27
<211> 154
<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> 41BB-Z endodomen flizyonu
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Gly
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Val
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<211> 149
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5
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0

Ala Tyr
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s.n Thr
=0

Sld Dl

Ala Pro

Ty Gl y

Afp Pro
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Loy Tyr
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I.e Gly
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Mct Gln
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Thr

Cly
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Arg
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Asn

Net

Leu

Gln

Cly

Tyr

£S5

Ary

Mat,

Glu

Lys

Tau

135

Leu

Leu

Glu

Cya

40

5ln

Glu
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Gly
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an
T
=

Fra

0

Tyr

Glu
29

Sl 5

Glu

Gly

Sln

105

Glu
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Fro

50

Tyr Met Asn Me: Thr Pro Arg
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Gl Peu Tyr Ala Prg Pop ALg
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Lys
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Aeg

Arg
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Gly
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Asp
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Arg

Lys

Cya
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Aan
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Val
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Lya

Arng

* Tya
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Lys

45

Sln
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Arg

Mot
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|

(SR 4
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TyR
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<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> 0X40-Z endodomen flzyonu
<400> 28

AT g Arg Asn GIn Arg Teu Fro Pro Rsp Ala Als Lys Fro Pro 3ly Gly
1 el 10 1%

Cly Ser FPhe Arg Thr Pro Ile Sln 3lu Zlu Gln Alas Asp Ala Mis Ser
70 75 33

(3}

M Lt Ala Lys lle Ay val Lys Phe Ser Arg Ser Als Asp Ala Ero
1% 40 4%

Ala Tyr Gln Gln Gly Glon Asn Gln Lau Tyr ARn Glu Leut ARL Leu Gly
5C L] EQ

z

7 Arg Glu Gou Tyr Asp Va. Lau Asp Lys Arg Arg Goy Arg Asp Fro

(=2
m
-1
()
-1
Ln
=)
=)

Glu Met Gly Gly lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln G5la Gly Leu Tyr
g5 30 5

Asr. Glu Leu Gl lys Asp Lya Me:z Ala Clu Ala Tyr Ser Slv Ile Gly
103 145 118

Mel Lya Sly Glu Arg Arg Arg Gly lye Gly MHis Asp laayx Tyr Gln
11

129

(oL

Gly L&ty S«r Thr Ala Trhy LyR Asp Thr Tyr ARp Ala Lau His Mar Gln
130 115 144

.\i: Leu Pre Fro Arg

<210> 29

<211> 151

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> CD28Z endodomen fuzyonu
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<400> 29

Lys Arg Ser Arg leu

Aty Proe Gly Fro Thr
£0

Asp PLe Ala A.a Tyr

Ala Pro Ala Tyr Zlrn
5C

Leuv Gly Arg Arqg Slc

Aap FPro Glu Mer Gly

Lev Tyr Ast 311 Leuw
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Zla Gly Mat Lys Gly
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Tyr Gln Gly Leu Ser

Mol Glo Ala Zeaa Pro
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<210> 30

<211> 187
<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>

<223> CD280XZ
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Glu
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Thr

Yis
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Lya

Lya

Axg

Ala
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Arg

Cln
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Asp
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Pro
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Lan

His
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<400> 30
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Asr,

Arqg

PFro

Ala
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Hip
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Arg

Pro
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Lys

T,
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Ala

Sar

Glu

Arg

Tyt

A

Ala
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Gly
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s

Asp
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Gly
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Ser
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<210> 31

<211= 20

<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> sinyal peptidi
<400> 31
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Gly Ser Thr

Arqg

Fro
-

0

Fre

Asp
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Arg
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[JBACY
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Leuc

Thr

Tyr

Gly

Hik
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TYE
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Mt

5

Leu

Arg

Gly

Pro

Gly

Fro

Tyr

Gly
I%0

Gln
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Lys

Sar

Gly

£
]

ThY

Ala
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Gl

han
135

Ala

Eia

Arg

4n

Liau

Tyr

Arg

MaT
129

Slu

Y3

~u

ey

Asp

Tyr

25
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Phe

Ala

leu

Gly

Pro
18*%

Tyr

Gl

Are

Lys

Clrn
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