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OZET
¢-MET ANTIiKORLARI

C-Met’e baglanan ve aktivitesini inhibe eden ve kanserlerin ve patogenezine c-Met’in
aracilik ettigi bagka hastaliklarin veya rahatsizliklarin tedavisinde etkili olan monoklonal
antikorlar, bunlarin antijen baglayici fragmanlari ve bunlarin kombinasyonlari

sunulmaktadir.
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ISTEMLER

1. ¢-Met’in aracilik ettigi kanserlerin tedavisinde kullanmim igin bir ¢-Met monoklonal
antikoru veya bunun antijen baglayici fragmam olup, ti¢c hafif zincir tamamlayicilik
belirleme bélgesi (LCDR) ve tig agir zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (HCDR)
icerir, burada LCDR1 SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO: 53 icerir,
LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO: 54] icerir, LCDR3 QVYSGYPLT
amino asit dizisini (DIZi ID NO: 56} icerir, HCDR1 GYTFTDY Y MH amino asit dizisini
(DIZI ID NO: 65) icerir, HCDR2 RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID
NO: 68) icerir ve HCDR3 ANWLDY amino asit dizisini (DIZ1 ID NO: 69} icerir.

2. Istem 1°e uygun kullanim igin, bir monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici
tragmani olup, burada c-Met geni asir1 eksprese edilir, amplifiye edilir ve/veya

mutasyondan gecirilir.

3. Istem 1 veya istem 2’ye uygun kullanim icin, bir monoklonal antikor veya bunun antijen

baglayict fragmam olup, burada c-Met geni amplifiye edilir.

4. Istem 1 ila 3’iin herhangi birine uygun kullamim igin, bir monoklonal antikor veya bunun
antijen baglayic1 fragmam olup, meme, karaciger, bag ve boyun, melanom, beyin,
kolorektal, kolon, gastrik, bobrek, yemek borusu, prostat, akciger, kiiciik hiicreli olmayan

akciger (NSCL) ve mide kanserlerinin tedavisinde kullanima ydneliktir.

5. Istem 1 ila 4’iin herhangi birine uygun kullanim i¢in, bir monoklonal antikor veya bunun
antijen baglayici fragmani olup, beseri c-Met’in a-zinciri i¢indeki bir epitopu baglar ve
hiicre ylizeyi beseri c-Met’in i¢sellestirilmesine yol acar.

6. Istem 1 ila 5’in herhangi birine uygun kullamm icin, bir monoklonal antikor veya bunun

antijen baglayici fragmani olup, hiicre yiizeyi beseri c-Met’in hepatosit bilylime

taktdriinden (HGF) bagimsiz olarak igsellestirilmesine yol agar.

7. Istem 1 ila 6’nin herhangi birine uygun kullanim igin, bir monoklonal antikor veya
bunun antijen baglayici fragmani olup, burada monoklonal antikor veya bunun antijen

baglayici fragmani asagidakiler arasindan seg¢ilen bir amino asit dizisi iginde baglanir:

al 121VVDTYYDDQL, 3 (DIZI ID NO:77),
b} 1311SCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS 56 (DIZI ID NO:78),
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¢) 179ALGAKVLSSVKDRFINF ;g5 {DIZI ID NO:79) ve
d] 216VRRLKETKDGFM227 (DiZi H) NOSOJ

8. Istem 1 ila 7°nin herhangi birine uygun kullanim i¢gin, monoklonal antikor veya bunun
antijen baglayici fragmani olup, burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmam

asagidakiler arasindan segilen bir amino asit dizisi iginde baglanir:

a. 13DTYYDD (DIZI ID NO:81),

b. 144HVFPHNHTADIQS 56 (DIZI iD NO: 82),
C. 12FINF g5 (DIZI ID NO:83) ve

d. 220KETKDGFMyy7 (DIZI ID NO:84).

9. Istem 1 ila &’in herhangi birine uygun kullanim igin, bir monoklonal antikor veya bunun
antijen baglayici fragmani olup, burada monoklonal antikor veyva bunun antijen baglayici
fragmani kendileri de d4hil olmak {izere 123DTY Y DD125(DIZI ID NO:81),
124HVFPHNHTADIQS 55 (DIZI ID NO: 82, 10:FINF195(DIZ1 ID NO:83) ve
220KETKDGFM33; (DIZi 1D NO:84) ile karakterize edilen konformasyonel epitop icindeki

bir amino asit dizisini baglar.

10. Yukanidaki istemlerin herhangi birine uygun kullanim i¢in bir monoklonal antikor veya
bunun antijen baglayici fragmam olup, bir hafif zincir degisken bélgesi (LCVR) ve bir agir
zincir degisken bdlgesi (HCVR) igerir, burada LCVR DIZI ID NO:5’in amino asit dizisini
icerir ve HCVR DIZI ID NO:17 nin amino asit dizisini icerir.

11. istem 1 ila 10’un herhangi birine uygun kullanim i¢in bir monoklonal antikor veya
bunun antijen baglayici fragmani olup, bir kappa sabit bolgesine sahip bir hafif zincir ve

bir IgG4 agir zincir sabit bolgesine sahip bir agir zincir icerir.

12. istem 1 ila 11’in herhangi birine uygun kullamim i¢in bir monoklonal antikor veya
bunun antijen baglayici fragmam olup, DIZI iD NO:35’in poliniikleotit dizisi tarafindan
kodlanan bir hafif zincir ve DIZI ID NO:47nin poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan bir
agir zincir igerir.

13. istem 1 ila 12 nin herhangi birine uygun kullanim i¢in bir monoklonal antikor olup,
DiZi 1D NO:35%in poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan iki hafif zincir ve DIZI ID

NO:47’nin poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan iki agir zincir igerir.

14. Istem 1 ila 13’{in herhangi birine uygun kullamm i¢in bir monoklonal antikor veya

bunun antijen baglayici fragman olup, burada hafif zincirin amino asit dizisi DIZI ID
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NO:35%in poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan amino asit dizisine dzdestir ve agir

zincirin amino asit dizisi DIZI ID NO:47 tarafindan kodlanan amino asit dizisine dzdestir,

15. Istem 1 ila 14’{in herhangi birine uygun kullanim i¢in bir monoklonal antikor veya

bunun antijen baglayic1 fragmam olup, iki hafif zincir ve iki agir zincir igerir, burada hafif
zincirin amino asit dizisi DIZI ID NO:35%in poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan amino
asit dizisine dzdestir ve agir zincirin amino asit dizisi DIZI ID NO:47 tarafindan kodlanan

amino asit dizisine 6zdestir,

16. istem 1 ila 15’in herhangi birine uygun kullamim i¢in bir monoklonal antikor veya
bunun antijen baglayici fragmam olup, DIZI 1D NO:29°un amino asit dizisine sahip bir

hafif zincir ve bir IgG4 agir zincir sabit bdlgesine sahip bir agir zincir igerir.

17. Istem 1 ila 16’nin herhangi birine uygun kullamim ig¢in bir monoklonal antikor olup,
DIZI ID NO:29’un amino asit dizisine sahip iki hafif zincir ve bir I[gG4 agir zincir sabit
bdlgesine sahip iki agwr zincir icerir.

18. Yukaridaki istemlerin herhangi birine uygun kullamim igin monoklonal antikor veya

bunun antijen baglayici fragmanini ve farmasétik olarak kabul edilebilir bir tagiyici,

seyreltici veya eksipiyan igeren bir farmasotik bilesim.

19. Bir insanda karaciger kanserinin tedavisinde kullanim igin bir ¢-Met monoklonal
antikoru veya bunun antijen baglayici fragmani olup, ii¢ hafif zincir tamamlayicilik
belirleme bélgesi (LCDR) ve li¢ agir zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (HCDR)
icerir, burada LCDR1 SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIzI ID NO: 53] icerir,
LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO: 54] icerir, LCDR3 QVYSGYPLT
amino asit dizisini (DIZI ID NO: 56 icerir, HCDR1 GYTFTDYY MH amino asit dizisini
(DIZI ID NO: 65) icerir, HCDR2 RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID
NO: 68) icerir ve HCDR3 ANWLDY amino asit dizisini (DIZ1 ID NO: 69) icerir.
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TARIFNAME
¢-MET ANTIKORLARI
Aciklama

Bu bulug ¢c-Met’i baglayan antikorlara ve bunlarin patojeneze bu reseptdriin aracilik ettigi

hastaliklarin ve rahatsizliklarin tedavisinde kullanimina iligskindir.

Tirozin kinaz stiper familyasinin bir tivesi olan c-Met, Hepatosit Blylime Faktdri (HGF|
reseptéridir. HGF’nin c-Met’e baglanmasi, reseptdr dimerizasyonuna veya
multimerizasyonuna, hiicre ici bolgede birden fazla tirozin kalintisinin fosforilasyonuna,
katalitik aktivasyona ve akis asagi sinyallere yol agar. c-Met reseptor agir ekspresyonu,
amplifikasyonu ve mutasyonu da déhil olmak {izere liganddan bagimsiz mekanizmalar
vasitasiyla da aktive olur. c-Met aktivasyonu hiicre proliferasyonu, migrasyonu,
morfogenezi, hayatta kalimi (apoptozdan korunma da dahil) ve proteaz sentezini arttirr,
bunlar kanser hastalarinda invazif hiicre fenotipiyle ve kétii klinik sonuglar ve ilag
direnciyle iligkilidir. c-Met sinyal yolu insanlardaki kanserlerde en sik bozulan yollardan

biridir ve kati tiimorlerin hemen hemen butiin tiplerinde gorilur.

Uluslararasi Basvuru Yaymi WO 09/007427"de murin ve CDR-greftli, beseri 6zellikler
verilmis ¢c-Met antikorlar1 agiklanmaktadir, Orada agiklanan murin antikoru 224G11 ¢-Met
Sema alanmni baglamadi. Ayrica h224G11 Mab olarak adlandirilan bu murin antikorunun
beseri dzellikler verilmis IgG1 tiirevinin diger islevsel dzellikleri Ozet no. 835 (in

vitro veriler) ve 2792 de (in vivo veriler) ve bunlara eslik eden, Nisan 2009°da American
Association for Cancer Research (Denver, COJ toplantisinda sunulan posterlerinde
bildirilmektedir. Bu 6zetlerde ve posterlerde iki degerlikli h224G11 Mab’nin icsel
agonistik 0zelliklerden yoksun oldugu, tam bir c-Met antagonisti olarak hareket ettigi ve c-
Met dimerizasyonunu giiglii bir sekilde azalttig agiklanmaktadir, Murin 224G117in in vivo
C-Met’i azalttig1 ve c-Met fosforilasyonunu bloke ettigi bildirilmektedir. Baska reseptérler
s0z konusu oldugunda, dimerizasyon reseptoriin igsellestirilmesi ve bozunmasi i¢in bir 6n
kosuldur. Bu dzetler ve posterlerde c-Met’in i¢sellestirilmesine iliskin higbir veri
aciklanmamaktadir. Ayrica, beseri 6zellikler verilmis antikorun c-Met iginde baglandig:

epitop belirlenmemistir.
Uluslararasi Basvuru Yaymit WO 05/016382"de de ¢-Met antikorlar agiklanmakta, ama
antikorlarm baglandig1 epitop(lar) belirtilmemektedir. Bir epitop haritalama 6rnegi
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sunulmaktadir, ancak bildirilen sonuglar sadece alt1 c-Met antikorunun bir ortak epitopa
baglandigna, yedinci bir ¢-Met antikorunun ise farkl bir epitopa baglandigina isaret
etmektedir. Bu ¢-Met antikorlarmm baglandif1 6zel epitoplar verilmemektedir.

Beseri c-Met’in a zinciring baglanmasi, HGF nin varhginda ve/veya yoklugunda,
reseptoriin hiicre ylizeyinden igsellestirilmesini kolaylastiran, beseri c-Met’e baglanan
antagonist antikorlara ihtiyac vardir. Ayrica beseri ¢c-Met’in a zincirine baglanmas, islev
mutasyonlar1 kazancinin oldugu c-Met varyantlari igeren hiicrelerde hiicre yiizeyinden
reseptoriin i¢sellestirilmesini kolaylastiran beseri c-Met’e yonelik antagonist antikorlara
ihtiya¢ vardir. Ote yandan c-Met bozunmasina ve fosforillenmis c-Met’in azalmasina yol
acan beseri c-Met’e yénelik antagonist antikorlara ihtiya¢ vardir. Bu antagonist aktiviteler
timor hicre yiizeyleri Gzerinde HGF i¢in var olan baglanma yerlerinin sayisini azaltabilir
ve C-Met asir1 ekspresyonu, amplifikasyonu veya mutasyonunun neden oldugu yol
aktivasyonunu sona erdirebilir. Ayni1 zamanda, bu antagonist antikorlarin HGF’nin c-Met’e
baglanmasini ve HGF uyarimli c-Met aktivasyonunu inhibe etmesi ve bizzat agonist

aktiviteye yol agmamasi veya az yol agmas1 gerekir.

Bu bulusun antikor bilesikleri bu ihtiyaglar karsilamaktadir. Bunlar beseri c-Met Sema
alanmnin o zincirindeki epitoplara baglanarak, HGF nin ¢c-Met’e baglanmasini ve reseptor
aktivasyonunu, az agonist aktiviteye yol acarak veya hi¢ yol agmadan inhibe etmektedir.
Ayrica bu bulusun antikorlart HGF’nin varliginda veya yoklugunda ve ayrica islev
mutasyonlar1 kazanci iceren ¢c-Met varyantlarinin bulundugu hiicrelerde reseptoriin
i¢sellestirilmesine yol agmaktadir. Bunlar ¢c-Met’in bozunmasina yol agmakta ve
fosforillenmis beseri c-Met’in azalmasina yol agmakta ve bu reseptorii eksprese eden
t0mor hiicrelerinin HGF ye bagimh ve HGF’den bagimsiz proliferasyonunu inhibe
etmektedir. Bu dzelliklerin 15131nda, bu antikor bilesikleri gesitli farkli mekanizmalar
vasitastyla c-Met’in aracilik ettigi kanserlerin tedavi edilmesinde terapdtik olarak yararl

olacaktir,

Ayrica, buradaki antikor bilesikleri bir dizi bagka istenen 6zellige sahiptir. Bunlar c-Met
icin yliksek afinite (Kp| gosterir, HGF dolayimli c-Met fosforilasyonunu ve akis asagi
sinyalleri, hiicre proliferasyonu ve hiicre gociinii bloke eder; ve timdr hiicresi
proliferasyonu, motilitesi, yayllmasi (invasion}, tiibiilogenez, anjiyogenez veya
antiapoptotik etkilerin uyarilmasi gibi HGF ye benzer biyolojik agonist aktivitelere az yol
agar veya hi¢ yol agmazken sadece zayif c-Met fosforilasyonuna yol acar. Bunlar hem
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liganda (HGF) bagimli hem de liganddan bagimsiz c-Met yolu aktivasyonunu inhibe
ederler. Ayrica, bu bulusun antikor bilesikleri tercihli olarak yakindan iligkili reseptorler
RON ve PlexinA2’nin ECD’leriyle karsilastirildiginda besgeri c-Met hiicre dis1 alanini
(ECD) baglar ve c-Met ECD’nin “dokilmesine” neden olmaz.

Bulusun konusu istemlerle tanmimlanmaktadir

Bu bulusun ilk yoniine gore, c-Met’in aracilik ettigi kanserlerin tedavisinde kullanim igin,
ii¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir tamamlayicilik
belirleme bélgesi (HCDR) iceren bir c-Met monoklonal antikoru veya bunun antijen
baglayici fragmam sunulmakta olup, burada LCDR1 SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini
(DIZI ID NO: 53] icerir, LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO: 54) icerir,
LCDR3 QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO: 56) icerir, HCDR1
GYTFTDYYMH amino asit dizisini (DIZI ID NO: 65) icerir, HCDR2
RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO: 68) icerir ve HCDR3
ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO: 69) icerir.

Tercihen, ¢-Met geni asin cksprese edilir, amplifiye edilir vefveya mutasyondan gecirilir.
Daha tercihen c-Met geni amplifiye edilir.

Bu bulusun monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici fragmani tercihen meme,
karaciger, bas ve boyun, melanom, beyin, kolorektal, kolon, gastrik, bobrek, yemek
borusu, prostat, akciger, kii¢lik hiicreli olmayan akciger (NSCL) ve mide kanserlerinin

tedavisinde kullanim i¢indir.

Bu bulusa uygun kullanim i¢in monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani
tercihen, beseri c-Met’in a-zinciri i¢indeki bir epitopu baglar ve hiicre viizeyi beseri c-
Met’in igsellestirilmesine yol agar. Daha tercihen hiicre ylizeyi beseri c-Met’in hepatosit
biiylime faktériinden (HGF) bagimsiz olarak igsellestirilmesine yol agar.

Tercihen bu bulusa uygun kullanim igin monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici

fragmani, asagidakiler arasindan segilen bir amino asit dizisi i¢inde baglanir:

a) 121VVDTYYDDQL13, (DIZI ID NO:77),

b) 1311ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS: 56 (DiZi ID NO:78],
¢) 179ALGAKVLSSVKDRFINF g5 (DIZI ID NO:79) ve

d 216VRRLKETKDGFMz;; (DIZI iD NO:80).

Daha tercihen asagidakiler arasindan segilen bir amino asit dizisi iginde baglanir:
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a. 13DTYYDD (DIZI ID NO:81),

b. 144HVFPHNHTADIQS s (DIZI ID NO: 82},
C. 192FINF 195 (DIZI ID NO:83) ve

d. 2200KETKDGFMy,; (DiZ1 ID NO:84).

Daha da tercihen, kendileri de ddhil olmak lzere ;3DTYY DD,z (DIZI ID NO:81},
144HVFPHNHTAD|Q5156 (DiZi iD NO: 82), 192F|NF195 (DiZi iD NO:83]
ve 20K ETKDGFMyp; (DIZI ID NO:84) ile karakterize edilen konformasyonel epitop

icindeki bir amino asit dizisini baglar.

Tercihen, bu bulusa uygun kullamm igin monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici
fragman bir hafit zincir degisken bélgesi (LCVR} ve bir agwr zincir degisken bdlgesi
(HCVR) icerir, burada LCVR DIZI ID NO: 5°in amino asit dizisini icerir ve HCVR DIZI
ID NO: [ 7'nin amino asit dizisini icerir.

Bu bulusa uygun kullanim i¢in monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani,
tercihen bir kappa sabit bdlgesine sahip bir hafif zincir ve bir IgGG4 agir zincir sabit

bolgesine sahip bir agir zincir igerir.

Tercihen bu bulusa uygun kullamim igin monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici
fragmam DIZI ID NO: 35’in poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan bir hafif zincir ve

DIZI ID NO: 47’ nin poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan bir agir zincir icerir.

Daha tercihen DIZI ID NO: 35’in poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan iki hafif zincir

ve DIZI 1D NO: 47’nin poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan iki agr zincir icerir.

Daha da tercihen, DiZi ID NO: 35’in poliniikleotit dizisi tarafindan kodlanan amino asit
dizisiyle 6zdes olan hafif zincirin bir amino asit dizisini ve DIZI iD NO: 47 tarafindan

kodlanan amino asit dizisine dzdes olan agir zincirin bir amino asit dizisini i¢erir.

Bu bulusa uygun kullanim igin monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragman,
tercihen iki hafif zincir ve iki agir zincir igerir, burada hafif zincirin amino asidi DIZI ID
NO: 35’in poliniikleotit dizisiyle kodlanan amino asit dizisiyle dzdestir ve agir zincirin

amino asit dizisi DIZI ID NO: 47°yle kodlanan amino asit dizisiyle 6zdestir.
Tercihen, DIZI ID NO: 29’un amino asit dizisine sahip bir hafif zincir ve bir IgG4 agir
zincir sabit bolgesine sahip bir agir zincir igerir.

Daha tercihen, DIZI ID NO: 29 un amino asit dizisine sahip iki hafif zincir ve bir 1G4

agir zincir sabit bolgesine sahip iki agir zincir icerir.
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Bu bulusun ikinci bir yoniine gére, bu bulusa uygun kullanim igin monoklonal antikoru
veya bunun antijen baglayici fragmanim ve farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyie,

seyreltici veya eksipiyan igeren bir farmasotik bilesim sunulmaktadr.

Bu bulusun {igiincii bir ydniine gdre, bir insanda karaciger kanserinin tedavisinde kullanim
i¢in ii¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve ti¢ agir zincir
tamamlayicilik belirleme bolgesi (HCDR) iceren hir c-Met monoklonal antikoru veya
bunun antijen baglayici fragmani sunulmakta olup, burada LCDR1 SVSSSVSSIYLH
amino asit dizisini (DIZi D NO:53) icerir, LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID
NO: 54) icerir, LCDR3 QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZ] ID NO: 56) icerir,

HCDR1 GYTFTDYYMH amino asit dizisini (DIZI ID NO: 65) igerir, HCDR2
RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO: 68) icerir ve HCDR3
ANWLDY amino asit dizisini (DIZI IDNO: 69) icerir.

Dolayisiyla bu bulus asagidakileri sunmaktadir:
a] beseri c-Met’in o zinciri igindeki bir epitopu baglayan ve

b) hiicre yiizeyi beseri ¢c-Met’in igsellestirilmesine yol agan bir monoklonal antikor veya

bunun antijen baglayici fragmani.

Yukaridaki antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarimin herhangi biri olup,
burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmam hiicre yiizeyi beseri c-Met’in
hepatosit biiylime faktériinden bagimsiz olarak i¢sellestirilmesine yol acar. Tercih edilen
bir diizenlemede, monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif
zincir ve bir agur zincir icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini
icerir ve ag1r zincir DIZI ID NO: 40’1n amino asit dizisini igerir. Tercih edilen baska bir
diizenlemede, monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmam bir hafif zincir ve
bir agir zincir icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 29°un amino asit dizisini icerir ve
agir zincir DIZI TD NO: 41’in amino asit dizisini igerir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin
herhangi biri olup, bir islev mutasyonu kazanci igeren bir beseri ¢c-Met varyantini haiz
hiicrelerde beseri c-Met’in i¢sellestirilmesine yol acar. islev mutasyonu kazanci c-Met

kinaz alam mutasyonu M1149T veya membran yam alam mutasyonu R288C olabilir.

Yukaridaki antikorlarin veya bunlarm antijen baglayic1 fragmanlarimin herhangi biri olup,

burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmam hiicrelerde hiicre yiizeyi beseri c-
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Met’in en az % 40 oraninda i¢sellestirilmesine yol acar. Yukaridaki antikorlarin veya
bunlarm antijen baglayici fragmanlarimin herhangi biri olup, burada antikor veya bunun
antijen baglayic1 fragmam hiicrelerde hiicre yiizeyi beseri c-Met’in en az % 45 oraninda
icsellestirilmesine yol agar. Yukaridaki antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici
fragmanlarinm herhangi biri ¢lup, burada antikor veya antijen baglayici fragmant
hiicrelerde hiicre yiizeyi begeri c-Met’in en az % 50 oraninda i¢sellestirilmesine yol agar.
Yukaridaki antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,
burada antikor veya antijen baglayici fragmani hiicrelerde hiicre yiizeyi beseri c-Met'in en
az %55 oraninda igsellestirilmesine yol agar. Yukaridaki antikorlarin veya bunlarin antijen
baglayict fragmanlarinin herhangi biri olup, burada antikor veya antijen baglayici fragmani
hiicrelerde hiicre yiizeyi begeri c-Met’in en az % 60 oraninda igsellestirilmesine yol agar.
Yukaridaki antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,
burada antikor veya antijen baglayici fragmam hiicrelerde hiicre yiizeyi beseri c-Met’in en
az % 65 oraninda igsellestirilmesine yol acar. Yukaridaki antikorlarin veya bunlarm antijen
baglayict fragmanlarmm herhangi biri olup, burada antikor veya antijen baglayici fragman

hiicrelerde hiicre yiizeyi beseri c-Met’in en az % 70 oraninda i¢sellestirilmesine yol agar.

Hepatosit bityiime faktdriinden bagimsiz tlimér hiicrelerinde total c-Met’in azalmasina yol
agan yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin
herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, hepatosit biiylime faktdriinden bagimsiz
timor hiicrelerinde total c-Met’in azalmasina yol agan monoklonal antikor veya bunun
antikor baglayict fragmant bir hafif zincir ve bir agir zincir icerir, burada hafif zincir DIZI
[D NO: 28’in amino asit dizisini icerir ve agir zincir DIZI ID NO: 40’1 amino asit dizisini
icerir. Tercih edilen baska bir diizenlemede, hepatosit bilyiime faktoriinden bagimsiz timor
hiicrelerinde total ¢-Met’in azalmasina yol agan monoklonal antikor veya bunun antijen
baglayict fragmami bir hafif zincir ve bir agur zincir igerir, burada hafif zincir DIZI ID NO:
29°un amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO: 41’in amino asit dizisini icerir
Hepatosit biiyiime faktériinden bagimsiz tiimér hiicrelerinde fosforillenmis c-Met’in
azalmasma yol agan yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici

fragmanlarinin herhangi biri.

DIZI ID NO:28’de gosterilen amino asit dizisine sahip bir hafif zincir ve DIZI 1D
NO:40’ta gdsterilen amino asit dizisine sahip bir agur zincir igeren bir antikorla esas

itibariyla ayn1 epitopta beseri c-Met’in a zincirini baglayan veya DIZI ID NO:29°da
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gbsterilen amino asit dizisine sahip bir hafif zincir ve DiZI ID NO:41°de gésterilen amino
asit dizisine sahip bir agir zincir igeren bir antikorla esas itibariyla ayni epitopte beseri ¢-
Met’in o zincirini baglayan, yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen

baglayici fragmanlarinin herhangi biri.

DIZI ID NO:26°da gdsterilen amino asit disisine sahip bir hafif zincir ve DIZI ID
NO:38’de gosterilen amino asit dizisine sahip bir agir zincir igerenler hari¢ olmak tizere,
yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin
herhangi biri olup, burada epitop kendileri de dahil olmak lzere 144HVFPHNHTADIQS;56
(DIZI ID NO: 82) igindeki bir veya daha fazla amino asit kalmtismi igerir.

Yukaridaki antikorlar veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,
burada epitop ayrica kendileri de dahil olmak izere 1;3DTYY DD1ps (DIZI ID NO:81]

icindeki bir veya daha fazla amino asit kalintisim icerir.

Y ukaridaki antikorlar veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,
burada epitop ayrica kendileri de ddhil olmak lizere 5;FINF;o5 (DIZI ID NO:83) icindeki

bir veya daha fazla amino asit kalintisini igerir.

Yukaridaki antikorlar veya bunlarm antijen baglayic1 fragmanlarinin herhangi biri olup,
burada epitop ayrica kendileri de dahil olmak tizere ;;0KETKDGFM;;; (DIZI iD NO:84)

icindeki bir veva daha fazla amino asit kalintisini icerir.

Yukaridaki antikorlar veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,

burada antikor asagidakilerden olusan gruptan secilen bir amino asit dizisi i¢inde baglanir:

a) 121VVDTYYDDQL13, (DIZI ID NO:77),

b) 131ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS; 56 (DIZI ID NO:78],
¢) 179ALGAKVLSSVKDRFINF g5 (DIZI ID NO:79] ve

d) 2168VRRLKETKDGFMy7 (DIZI ID NO:80) (kendileri de dahil}.

Yukaridaki antikorlar veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,

burada antikor asagidakilerden olusan gruptan segilen bir amino asit dizisi i¢inde baglanur:

a) 13DTYY DDz (DIZI ID NO:81),

b} 144HVFPHNHTADIQS 56 (DiZi iD NO:82),

c) 102FINF g5 (DIZI ID NO:83) ve

d) 220KETKDGF M7 (DIZI ID NO:84) (kendileri de dahil).
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Kendileri de ddhil olmak Gzere .;; VVDTYYDDQL, 2o (DiZi ID NO:77),
1311SCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS 56 (DIZI ID NO:78),
179ALGAKVLSSVKDRFINF g5 (DIZI ID NO:79) ve 216VRRLKETKDGFM,; (DIZI ID
NO:80} ile karakterize edilen epitop icindeki bir amino asit dizisine baglanan yukaridaki

monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri.

Kendileri de dihil olmak Gzere 1;3DTYY DDz (DIZI D NO:81J,
144HVFPHNHTADIQS 56 (DIZ1 [D NO: 82), 10:FINF g5 (DIZI ID NO:83]

ve 20KETKDGFM;,; (DIZI ID NO:84) ile karakterize edilen epitop icindeki bir amino asi
dizisine baglanan yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayict

fragmanlarinin herhangi biri.

Kendileri de dahil olmak iizere ssCFPCQDCSSK A5’ in (DIZI ID NO: 86) bir amino asit
dizisi icinde baglanan yukaridaki antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici

fragmanlarinm herhangi biri.

DIZI 1D NO:29°da gésterilen amino asit dizisine sahip bir hafif zincir ve DIZI ID
NO:41°de gosterilen amino asit dizisine sahip bir agir zincir igerenler hari¢ olmak iizere
yukaridaki monoklonal antikorlarm veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin
herhangi biri olup, burada epitop kendileri de dihil olmak lizere

9sCFPCQDCSSKA g5 (DIZI ID NO: 86} icindeki bir veya daha fazla amino asit kalintisini
icerir.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir tamamlayictlik
belirleme bélgesi (HCDR) igeren, beseri c-Met’i baglayan, yukaridaki monoklonal
antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,

burada sozii edilen ii¢ LCDR ve sozii edilen iic HCDR asagidakilerden olusan gruptan
secilir:

) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDR1;

GTSX;LX,S amino asit dizisini (DIZI ID NO:87) iceren LCDR2, burada X; Y veya R’dir
ve X, A veya R’dir;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3;

GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZI 1D NO:59) iceren HCDR1,;
WIYPVTGDTYYX;EXsFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:90) iceren HCDR 2, burada
X7 N, I veya R’dir ve X5 K veya P’dir; ve
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GYGAFXY amino asit dizisini (DIZI ID NO:91) iceren HCDR3, burada X Y veya F'dir;

ve

b) SVSSSVX3SIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:88) iceren LCDR1, burada X3 S
veya R’dir;

STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDRZ;

X4Xs5YXgGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:89) iceren LCDR3, burada X4 | veya
Q’dur, X5 Q veya V'dir ve Xg S veya R’dir;

GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DiZi ID NO:65) iceren HCDR1;
RVNPXcRX 11X 1;TTYNQKFEG amino asit dizisini (DiZI ID N0:92) iceren HCDR2,
burada X9 N veya Y ’dir, X1; G veya R’dir ve X2 G veya S'dir; ve

X13NX14LDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:93) iceren HCDR3, burada X1; T veya
Adir ve X4 W veya I'dir;

burada sozii edilen monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani beseri c-
Met’in ¢ zinciri i¢indeki bir epitopu baglar ve hiicre yiizeyi begeri c-Met’in

icsellestirilmesine yol acar.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir tamamlayicihik
belirleme bélgesi (HCDR) igeren, beseri c-Met’i baglayan, yukaridaki monoklonal
antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarmin herhangi biri olup, burada
antikor Ui¢ hafif zincir tamalayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve iig agir zineir

tamamlayicilik belirleme bélgesi (HCDR) icerir, burada

LCDR1 SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) icerir;

LCDR2 GTSX:LX,S amino asit dizisini {DiZ1 ID NO:87) icerir, burada X; Y veya Rdir
ve X2 A veya O’dur;

LCDR3 QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) icerir;

HCDR1 GYTFTSRYIH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) icerir;

HCDR2 WIYPVTGDTY Y X;EXsFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:90] icerir, burada
X7 N, | veya R’dir ve Xg K veya P’dir; ve

HCDR3 GYGAFX,Y amino asit dizisini (DIZI ID NO:91) icerir, burada X5 Y veya F’dir.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve {i¢ agir zincir tamamlayicilik
belirleme bélgesi (HCDR) igeren, beseri c-Met’i baglayan, yukaridaki monoklonal

antikorlarm veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup, burada
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LCDR1 SVSSSVX;SIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:88) icerir; burada X3 S veya
Rdir;

LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) icerir;

LCDR3 X, X;5YXsGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:89) icerir, burada X4 | veya
Q’dur, X5 Q veya V'dir ve X5 S veya R’dir;

HCDR1 GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) icerir;

HCDR2 RVNPX ;gRX 11 X1 TTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:92) icerir,
burada X ;o N veya Y 'dir, X;; G veya R’dir ve X1, G veya S’dir; ve

HCDR3 X13NX1,LDY amino asit dizisini (DIZ1 ID NO:93) icerir, burada X153 T veya A’dir
ve X 14 W veya I'dir.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve {i¢ agir zincir tamamlayicilik
belirleme bélgesi (HCDR) iceren, beseri c-Met’1 baglayan, yukaridaki monoklonal
antikorlarm veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri ¢lup,

burada sézi edilen (i LCDR ve s6zii edilen lic HCDR asagidakilerden olusan gruptan

secilir:

a) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini {DIZI ID NO:49) iceren LCDR1;
GTSYLAS amino asit dizisini (DIZi ID NO:50) iceren LCDR2;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3;

GYTFTSRY IH amino asit dizisini {DIZI ID NO:59| iceren HCDR1;
WIYPVTGDTYYNEKFKG amino asit dizisini (DiZI ID NO:60) iceren HCDR2; ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZI ID NO:61) iceren HCDR3;

b) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZi iD NO:49) iceren LCDR1;
GTSYLAS amino asit dizisini (DIZi ID NO:50) iceren LCDR2;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI iD NO:51) iceren LCDR3;
GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDR1;
WIYPVTGDTYYIEKFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:62) iceren HCDR2; ve
GYGAFFY amino asit dizisini (DiZI ID NO:63) iceren HCDR3;

) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini {DIZI ID NO:49) iceren LCDR1;
GTSRLRS amino asit dizisini (DIZI ID NO:52) iceren LCDR2;
QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3;
GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDR1;

10
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WIYPVTGDTYYREPFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:64) iceren HCDR?2 ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZI ID NO:61) iceren HCDR3;

d) SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DiZ1 ID NO:53] iceren LCDRI;
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDR2;

IQYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:55) iceren LCDR3;
GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) iceren HCDR1;
RVNPNRGGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:66) iceren HCDR?2 ve
TNWLDY amino asit dizisini (DIZi ID NO:67) iceren HCDR3;

e} SVSSSVSSIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) iceren LCDR1;
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDR2;

QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:56) iceren LCDR3;
GYTFTDY Y MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) iceren HCDR1;
RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:68) iceren HCDR2; ve
ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:69) iceren HCDR3; ve

f) SVSSSVRSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:57) iceren LCDR1;
STSNLAS amino asit dizisini (DiZI ID NO:54) iceren LCDR2;
QVYRGYPLT amino asit dizisini (DIZI iD NO:58) iceren LCDR3;
GYTFTDY Y MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) iceren HCDR1;
HCDR2 RVNPYRGSTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:70) iceren HCDR2;
ve

HCDR3 ANILDY amino asit dizisini (DIiZI ID NO:71) iceren HCDR3; ve
burada sozii edilen monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani s6z0 edilen
beseri c-Met’in a zinciri igindeki bir epitopu baglar ve hiicre ylizeyi beseri c-Met’in

igsellestirilmesine yol agar.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir tamamlayicilik

belirleme bolgesi (HCDR) igeren yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen

baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup,
burada s6zi edilen (ic LCDR ve s6zii edilen lic HCDR asagidakilerden olusan gruptan

secilir:

a) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini {DIZI ID NO:49) iceren LCDR1;
GTSYLAS amino asit dizisini (DIZI D NO:50) iceren LCDR2;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3;
11



10

15

EP-17570

GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZ] ID NO:59) iceren HCDR1;
WIYPVTGDTYYNEKFKG amino asit dizisini (DiZI 1D NO:60) iceren HCDR2; ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZI ID NO:61) iceren HCDR3;

b) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDR1;
GTSYLAS amino asit dizini (DiZ1 ID NQ:50) iceren LCDR?2;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51} iceren LCDR3;
GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZ] iD NO:59) iceren HCDR1;
WIYPVTGDTYYIEKFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:62) iceren HCDR2; ve
GYGAFFY amino asit dizisini (DIiZ] 1D NO:63) iceren HCDR 3;

¢) SVSSSISSTNLH amino asit dizi (DIZI D NO:49) iceren LCDR1;

GTSRLRS amino asit dizisini (DIZI ID NO:52) iceren LCDR2;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3;

GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDR1;
WIYPVTGDTYYREPFKG amino asit dizisini {DIZI ID NO:64) iceren HCDR?2; ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZI ID NO:61) iceren HCDR3.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir tamamlayicihik
belirleme bdlgesi (HCDR) igeren yukarnidaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen

baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup, burada sézii edilen ii¢ LCDR ve s6zii edilen iig

20

25

30

HCDR asagidakilerden olusan gruptan segilir:

a} SVSSSVSSIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) iceren LCDR1;

STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDRZ2;

IQYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NQ:55) iceren LCDR3;

GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) iceren HCDR1;
RVNPNRGGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:66} iceren HCDR?2; ve
TNWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:67) iceren HCDR3;

b) SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) iceren LCDR1;
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDR2:

QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:56) iceren LCDR3;
GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DiZi ID NO:65) iceren HCDR;
RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DiZI iD NO:68) iceren HCDR2; ve
ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:69) iceren HCDR3; ve

12
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¢} SVSSSVRSIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:57] iceren LCDR1;
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NQ:54) iceren LCDR2;

QVYRGYPLT amino asit dizisini (DIZI iD NO:58) iceren LCDR3;
GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) iceren HCDR1;
RVNPYRGSTTYNQKFEG amino asit dizisini (DiZI ID NO:70) iceren HCDR2; ve
ANILDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:71) iceren HCDR3,

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir tamamlayicilik

belirleme bélgesi (HCDR) iceren yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen

baglayici fragmanlarmin herhangi biri olup, burada:

LCDR1 SVSSSVSSIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) icerir;
LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) icerir;
LCDR3 1QYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:55) icerir;

HCDR1 GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) icerir;
HCDR2 RVNPNRGGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:66) icerir; ve
HCDR3 TNWLDY amino asit dizisini {DIZI ID NO:67) icerir.

Ug hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve {ic agir zincir tamamlayicilik

belirleme bdlgesi (HCDR) igeren yukarnidaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen

baglayici fragmanlarinin herhangi biri olup, burada:

LCDR1 SVSSSVSSIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) icerir;
LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) icerir;

LCDR3 QVYSGYPLT amino asit dizisini( DIZi ID NO:56) icerir;

HCDR1 GYTFTDYYMH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) icerir;
HCDR2 RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:68); ve
HCDR3 ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:69) icerir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarmin
herhangi biri olup, bir hatif zincir degisken bdlgesi (LCVR) ve bir agwr zincir degisken
bélgesi (HCVR] icerir, burada s6zii edilen LCVR ve 56zl edilen HCVR sirasiyla
agsagidakilerden olusan gruptan segilen amino asit dizilerini igerir:

a} DIZI TD NO:94 ve DIZI ID NO:96; ve

b) DIZI ID NO:95 ve DIZI ID NO:97,

13
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burada s6zi edilen monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani s6z0 edilen
beseri ¢c-Met’in o zinciri iginde bir epitopu baglar ve hiicre yiizeyi beseri c-Met’in

icsellestirilmesine yol agar.

Bir hafif zincir degisken bolgesi (LCVR) ve bir agir zincir degisken bolgesi (HCVR)
iceren, yukarida sozii edilen monoklonal antikorlarin veya bunlarm antijen baglayici
fragmanlarinin herhangi biri olup, burada sézii edilen LCVR DIZI ID NO:94'i icerir ve
s6zil edilen HCVR DiZI ID NO:96°y1 icerir.

Bir hafif zincir degisken bolgesi (LCVR) ve bir agir zincir degisken bélgesi (HCVR)
iceren yukarida s6zii edilen monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayic
fragmanlarinin herhangi biri olup, burada sézii edilen LCVR DIZI ID NO:95°1 igerir ve
sdzii edilen HCVR DIZI ID NO:97yi igerir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarimin
herhangi biri olup, burada s6zii edilen LCVR ve sézii edilen HCVR asagidakilerden olusan

gruptan secilen amino asit dizilerini icerir:

a} LCVR DIZI ID NO: 1'dir ve HCVR DIZI 1D NO:13'tiir;
b) LCVR DIiZI ID NO:2’dir ve HCVR DIZI ID NO:14't(ir;
¢} LCVR DIZI ID NO:3'tiir ve HCVR DIZI ID NO: 15’tir;
d) LCVR Dizi ID NO:4'tir ve HCVR DiZi ID NO:16’dur;
e} LCVR DIZI ID NO:5’tir ve HCVR DiZi ID NO:17’dir; ve
f) LCVR DizI ID NO:6"dir ve HCVR Dizi ID NO:18’dir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin
herhangi biri olup, burada s6zi edilen LCVR ve sozii edilen HCVR asagidakilerden olusan
gruptan secilen amino asit clizilerini icerir:

a} LCVR DIzl ID NO:1'dir ve HCVR DIzl ID NO:13 tir;

b) LCVR DIZI ID NO:2'dir ve HCVR DIZI ID NO:14tiir; ve

¢} LCVR DIZI ID NO:3'tiir ve HCVR DIZI ID NO:15'tir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri

olup, burada sozii edilen LCVR ve s6zili edilen HCVR sirasiyla asagidakilerden olusan

gruptan secilen amino asit dizilerini icerir:
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a} LCVR DIZI ID NO:4'tur ve HCVR Dizi iD NO:16°dur;
b) LCVR DiZI ID NO:5’tir ve HCVR DIZI ID NO:17’dir; ve
¢} LCVR DIiZi iD NO:6’dir ve HCVR DiZi iD NO:18’dir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin
herhangi biri olup, burada sézii edilen LCVR DIZI ID NO: 4’iin amino asit dizisini igerir
ve sozil edilen HCVR DIZI ID NO: 16°nin amino asit dizisini i¢erir:

Yukaridaki monoklonal antikorlarin veya antijen baglayici fragmanlarinim herhangi biri
olup, burada sozii edilen LCVR DIZI ID NO: 5%in amino asit dizisini icerir ve szii edilen

HCVR DIiZI ID NO: 17 nin amino asit dizisini igerir:

Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sozii edilen antikor bir hafif
zincir ve bir agir zincir igerir, burada hafif zincir ve agrr zincir asagidakilerden olusan

gruptan secilen amino asit dizilerini igerir:

a} hafif zincir DIZI ID NO:25’tir ve agur zincir DIZI ID NO:37’dir;

b hafif zincir DIZI ID NO:26’dir ve agir zincir DIZI ID NO:38'dir;

¢} hafif zincir DIZI ID NO:27"dir ve agir zincir DIZI ID NO:39"dur;

d) hafif zincir DIZI 1D NO:28’dir ve agir zincir DIZI ID NO:40’tir;

e} hafif zincir DIZI ID NO:29"dur ve agir zincir DIZI ID NO:41°dir; ve
f) hafif zincir DIZI ID NO:30’dur ve agir zincir DIZI ID NO:42"dir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sézi edilen antikor bir hafif
zincir ve bir agur zincir icerir, burada hafif zincir ve agir zincir asagidakilerden olusan

gruptan secilen amino asit dizilerini icerir:

a} hafif zincir DIZI ID NO:25’tir ve agir zincir DiZI ID NO:37dir;

b) hafif zincir DIZI ID NO:26’dir ve agir zincir DIZI ID NO:38'dir; ve

¢} hafif zincir DIZI ID NO:27"dir ve agir zincir DIZI ID NO:39"dur.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sézii edilen antikor bir hafif
zincir ve bir agiwr zincir igerir, burada hafif zincir ve agir zincir asagidakilerden olusan
gruptan secilen amino asit dizilerini icerir:

a} hafif zincir DIZI ID NO:28"dir ve agir zincir DIZI ID NO:40’tir;

b} hafif zincir DIZI ID NO:29’dur ve agir zincir DIZI 1D NO:41'dir; ve

¢} hafif zincir DIZI ID NO:30’dur ve agir zincir DIZI ID NO:42"dir.
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Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sézii edilen hafif zincir
DiZI ID NO: 28’in amino asit dizisini icerir ve s6zii edilen agir zincir DIZI ID NQ: 40’m
amino asit dizisini icerir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sézii edilen hafif zincir
DIZI ID NO: 29’un amino asit dizisini igerir ve s6zii edilen agir zincir DIZI ID NO: 41’in
amino asit dizisini icerir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sozii edilen antikor iki hafif

zincir ve iki agir zincir icerir, burada her hafif zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini

icerir ve her agir zincir DIZI ID NO: 40’ 1n amino asit dizisini igerir.

Yukaridaki monoklonal antikorlarin herhangi biri olup, burada sézii edilen antikor iki hafif
zineir ve iki agir zincir igerir, burada her hafif zincir DIZI ID NO: 29°un amino asit dizisini

icerir ve her agir zincir DIZI ID NO: 41°in amino asit dizisini igerir.

C-Met’e baglanmak i¢in yukaridaki c-Met monoklonal antikorlarinin veya bunlarin antijen
baglayici fragmanlarinin herhangi biriyle rekabet eden bir monoklonal antikor veya bunun
antijen baglayici fragmani. Bu rekabetci monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici
fragman, yukandaki c-Met monoklonal antikorlarinin veya bunlarin antijen baglayici
fragmanlarinin herhangi biriyle ayn1 c-Met epitopuna baglanabilir. Tercih edilen bir
diizenlemede, monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmam bir hafif zincir ve
bir agir zincir iceren, hafif zincirin DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini icerdigi ve agir
zincirin DIZ1 1D NO: 40’1n amino asit zincirini icerdigi bir antikorla rekabet eder. Tercih
edilen baska bir diizenlemede, monoklonal antikor veya bunun antijen baglayict fragmant
bir hafif zincir ve bir agir zincir iceren, hafif zincirin DIZI ID NO: 29un amino asit
dizisini igerdigi ve agir zincirin DIZI ID NO: 41°in amino asit zincirini igerdigi bir
antikorla rekabet eder.

Sozii edilen beseri c-Met’i yapisal olarak asiri eksprese eden hepatosit biiytime
taktdriinden bagimsiz tiimor hiicrelerinde total begeri C-Met’in ve fosforillenmis begsert c-
Met’in azalmasina yol acan yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen
baglayici fragmanlarimin herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, s6zii edilen beseri
c-Met’i yapisal olarak asir eksprese eden hepatosit biiyiime faktoriinden bagimsiz timdr
hiicrelerinde total beseri ¢-Met’in ve fosforillenmis beseri c-Met’in azalmasina yol agan
monoklonal antikor veya bunun antijen baglayict fragmani bir hafif zincir ve bir agir zincir

icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI
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ID NO: 40’1n amino asit zincirini icerir. Tercih edilen baska bir diizenlemede s6z( edilen
beseri c-Met’i yapisal olarak agir eksprese eden hepatosit bilylime faktériinden bagimsiz
tlimor hiicrelerinde total begeri ¢-Met’in ve fosforillenmis begeri c-Met’in azalmasina yol
acan monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve bir agwr
zincir icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 29’un amino asit dizisini igerir ve agir zincir
DiZI ID NO: 41’in amino asit zincirini icerir.

Sozii edilen beseri c-Met’i yapisal olarak asirt eksprese eden hepatosit bliylime
faktoriinden bagimsiz tiimor hiicrelerinde total beseri C-Met’in ve fosforillenmis beseri c-
Met’in azalmasina yol acan yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen
baglayici fragmanlarinin herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, szii edilen beseri
c-Met’i yapisal olarak agir1 eksprese eden hepatosit biiyiime faktoriinden bagimsiz timor
hiicrelerinde total beseri C-Met’in ve fosforillenmig beseri c-Met’in azalmasina yol agan
monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve bir agir zincir
icerir, burada hafif zincir DiZI ID NO: 28’in amino asit dizisini ierir ve agir zincir DIZi
ID NO: 40’1 amino asit zincirini igerir. Tercih edilen baska bir diizenlemede sézi edilen
begeri c-Met’i yapisal olarak agir eksprese eden hepatosit biiyiime faktoriinden bagimsiz
tiimor hiicrelerinde total beseri ¢-Met’in ve fosforillenmis beseri c-Met’in azalmasina yol
agan monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve bir agir
zincir icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 29’un amino asit dizisini igerir ve agir zincir
DIZI ID NO: 41°in amino asit zincirini igerir.

Hepatosit bliylime faktoriine duyarli olan hepatosit biiyiime faktériinden bagimsiz timor
hiicrelerinde total beseri c-Met’in ve fosorillenmis beseri c-Met’in azalmasina yol agan,
yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarmin

herhangi biri.

Beseri RON hiicre dis1 alanma veya beseri PlexinA2 hiicre disi1 alania kiyasla tercihli
olarak beseri c-Met hiicre dis1 alanii baglayan, yukaridaki monoklonal antikorlarin veya

bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri.

Beseri ¢c-Met hiicre disi alaninin dokiilmesine yol agmayan yukaridaki monoklonal

antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri. Tercih edilen bir

dlzenlemede, beseri c-Met hiicre disi alaninin dékiilmesine yol agmayan monoklonal

antikor veya bunun antijen baglayic1 fragmani bir hafif zincir ve bir agir zincir igerir,

burada hafif zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO:
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40°1n amino asit zincirini igerir. Tercih edilen baska bir diizenlemede beseri c-Met hiicre
dist alanmm dékiilmesine yol agmayan monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici
fragmam bir hafif zincir ve bir agir zincir icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 29"un
amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO: 41’in amino asit zincirini igerir.
Beseri c-Met eksprese eden tiimér hiicrelerini staurosporinin yol agtig1 apoptozdan
korumayan, yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici
fragmanlarinin herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, beseri c-Met eksprese eden
timor hiicrelerini staurosporinin yol agtigi apoptozdan korumayan monoklonal antikor
veya bunun antijen baglayict fragmam bir hafif zincir ve bir agir zincir igerir, burada hafif
zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZ1 ID NO: 40’ in amino
asit zincirini igerir. Tercih edilen baska bir diizenlemede beseri c-Met eksprese eden tiimér
hiicrelerini staurosporinin yol a¢tig1 apoptozdan korumayan monoklonal antikor veya
bunun antijen baglayici fragmam bir hafif zincir ve bir agu zincir igerir, burada hafif zincir
DIZI ID NO: 29’un amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO: 41°in amino asit
zincirini igerir.

Beseri c-Met eksprese eden tiimor hiicrelerinin hepatosit biiyiime faktériine bagimh ve
hepatosit biiyiime faktériinden bagimsiz proliferasyonunu inhibe eden, yukaridaki

monoklonal antikorlarm veya bunlarin antijen baglayic1 fragmanlarinin herhangi biri.

Beseri hepatosit biiylime faktdriiniin beseri c-Met’e baglanmasini inhibe eden yukaridaki

monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri

HGF’ye benzer hiyolojik agonist aktivitelere yol agcmayan yukaridaki monoklonal
antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin herhangi biri. HGF'ye benzer
biyolojik agonist aktiviteler arasmda tiimor hiicresi proliferasyonu, timor hiicresi
motilitesi, tiimdr hiicresi yayilmasa, tiiblilogenez, anjiyogenez ve antiapoptotik etkiler yer
alir. Tercih edilen bir diizenlemede, HGF 'ye benzer biyolojik agonist aktivitelere yol
a¢mayan monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve bir
ag1r zincir igerir, burada hafif zincir DIZI iD NO: 29’un amino asit dizisini icerir ve agir
zincir DIZI ID NO: 41%in amino asit zincirini igerir.

Y ukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici1 fragmanlarinin
herhangi birini ve farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tasiyics, seyreltici veya eksipiyan

igeren farmasotik bir bilesim.
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Tedavide kullanim i¢in yukaridaki monoklonal antikorlari veya bunlarin antijen baglayici
fragmanlarinm herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, tedavide kullanim igin
monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmam bir hafif zincir ve bir agir zincir
icerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI
ID NO: 40°1in amino asit zincirini icerir. Tercih edilen baska bir diizenlemede tedavide
kullanim i¢in monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve
bir agir zincir igerir, burada hafif zincir DIZ1 ID NO: 29°un amino asit dizisini icerir ve
agir zincir DIZI ID NO: 41”in amino asit zincirini igerir

Bir insanda kanser tedavisinde kullanim igin yukaridaki monoklonal antikorlarim veya
bunlarin antijen baglayic1 fragmanlarinin herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, bir
insanda kanser tedavisinde kullamim i¢in monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici
fragmani bir hafif zincir ve bir agir zincir igerir, burada hafif zincir DIZI ID NO: 28’in
amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO: 40’1n amino asit zincirini igerir. Tercih
edilen baska bir diizenlemede bir insanda kanser tedavisinde kullanim i¢in monoklonal
antikor veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve bir agir zincir igerir,
burada hafif zincir DIZI ID NO: 29’un amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO:
41’in amino asit zincirini icerir.

Baska bir terapotik maddeyle kombinasyon halinde bir insanda kanser tedavisinde
kullanim i¢in yukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici
fragmanlarinin herhangi biri. Tercih edilen bir diizenlemede, baska bir terapotik maddeyle
kombinasyon halinde bir insanda kanser tedavisinde kullanim i¢in monoklonal antikor
veya bunun antijen baglayici fragmani bir hafif zincir ve bir agir zincir icerir, burada hafif
zincir DIZI ID NO: 28’in amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO: 40°m amino
asit zincirini icerir, Tercih edilen baska bir diizenlemede bagka bir terapttik maddeyle
kombinasyon halinde bir insanda kanser tedavisinde kullanim i¢in monoklonal antikor
veya bunun antijen baglayici fragmam bir hafif zineir ve bir agir zincir igerir, burada hafit
zincir DIZI ID NO: 29°un amino asit dizisini igerir ve agir zincir DIZI ID NO: 41°in amino
asit zincirini icerir.

Y ukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici1 fragmanlarinin
herhangi birini ve farmasdtik olarak kabul edilebilir bir tasiyicy, seyreltici veya eksipiyan

igeren bir farmasotik bilesim.
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Y ukaridaki monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarmin

herhangi birinin bir insanda bir kanserin tedavisine yonelik bir ilacin imalati i¢in kullanim.

Kanseri tedavi etmenin bir usulli olup, ihtiyac duyan hasta bir insana yukaridaki
monoklonal antikorlarin veya bunlarm antijen baglayici fragmanlarinin herhangi birinin
etkili bir miktarinin uygulanmasini igerir.

Tammlar

Dogal olarak var oldugu halivle tam uzunlukta bir antikor, birbirine disiilfiir baglariyla
bagli 2 agir (H) zincir ve 2 hafif (L) zincir igeren bir immiinoglobiilin molekiilidiir. Her
zineirin amino terminal bdlimii, i¢lerinde bulunan tamamlayicilik belirleme bolgeleri
(CDR’ler) vasitasiyla antijen tanimadan dncelikli olarak sorumlu olan yaklagik 100-110
veya daha fazla amino asitli bir de8isken bdlge igerir. Her zincirin karbeoksi terminal

bolimi 6ncelikli olarak efektdr islevinden sorumlu bir sabit bolgeyi tanimlar.

CDR’lerin aralarinda, gerceve bolgeleri (“FR™) denilen, daha korunmus bélgeler vardir.
Her hafif zincir degisken bolgesi (LCVR) ve agir zincir degisken bolgesi (HCVR), amino-
terminustan karboksi terminusa FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 sirasiyla
yerlesmis 3 CDR ve 4 FR’den olusur. Hafif zincirin 3 CDR’si “LCDR1, LCDR2 ve
LCDR3” olarak adlandmilir ve agir zincirin 3 CDR’s1 “HCDR1, HCDR2 ve HCDR3”
olarak adlandirilir. CDR’ler antijenle spesifik etkilesimler olusturan kahntilarin ¢ogunu
icerir. CDR amino asit kalintilarinin LCVR ve HCVR bdélgeleri iginde numaralandirilmasi

ve konumlandirilmasi 1yi1 bilinen Kabat numaralandirma uzlasimina uygundur.

Hafif zincirler kappa veya lambda olarak siniflandirilir ve bu alanda bilindigi gibi belirli
bir sabit bdlgeyle karakterize edilir. Agir zincirler gama, mu, alfa, delta veya epsilon olarak
simflandinlir ve sirasiyla 1gG, 1gM, IgA, 1gD veya IgE gibi bir antikorun izotopunu
tammlarlar, 1gG antikorlar1 ayrica 19G1, 19G2, 19G3, 1gG4 gibi alt smiflara ayrilabilir, Her
aZir zincir tipi bu alanda iyi bilinen bir diziye sahip belirli bir sabit bolgeyle 6zellik

kazanir.

Burada “monoklonal antikor” (Mab) terimi buradaki antikor bilesiklerine iliskin olarak,
iiretildigi usulii degil, herhangi bir 6karyotik, prokaryotik veva faj klon dahil olmak iizere
tek bir kopya veya klondan elde edilen bir antikoru belirtmek i¢in kullanilmaktadir. Bu
bulusun Mab’lar: tercihen homojen veya esas itibariyla homojen bir popiilasyonda bulunur.
Tam Mab’lar 2 agir zincir ve 2 hafif zincir igerir, Bu monoklonal antikorlarin “antijen

baglayict fragmanlari™ arasinda 6rnegin Fab fragmani, Fab' fragmanlari, F(ab');
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fragmanlari, tek zincirli Fv fragmanlari ve bir hafif zincir ve bir agr zincir i¢eren tek kollu
antikorlar yer alir. Bu bulusun monoklonal antikorlar: ve bunlarm antijen baglayici
fragmanlar1 drnegin rekombinant teknolojiler, faj gosterim teknolojileri, sentetik
teknolojiler, 6rnegin CDR asilamayla veya bu teknolojilerin kombinasyonlariyla veya bu

alanda bilinen bagka teknolojilerle tiretilebilir.

“Antikor bilesikleri” burada aciklanan Mab’lar1 ve Fab’lar1 belirtir. Bu bulusa uygun
benzer islevsel 6zellikler gbsteren ek antikor bilesikleri geleneksel usullerle tiretilebilir.
Ormegin farelere beseri c-Met veya bunun fragmanlariyla bagisiklik kazandirilabilir, elde
edilen antikorlar geri kazanilabilir ve saflastirilabilir ve bunlarin burada agiklanan antikor
bilesiklerine benzer veya bunlarla ayn1 baglanma &6zelliklerine ve islevsel 6zelliklere sahip
olup olmadiklar1 asagida Ornek 2-19°da agiklanan usullerle degerlendirilebilir. Antijen
baglayici fragmanlar geleneksel usullerle de hazirlanabilir. Antikorlar1 ve bunlarin antijen
baglayict fragmanlarini iretmek ve saflastirmak icin usuller bu alanda 1yi bilinmektedir
ve Harlow ve Lane (1988 Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, béliim 5-8 ve 15, ISBN 0-87969-314-
2'de bulunabilir.

“Tasarlanmis beseri antikorlar” ibaresi, burada agiklanan antikor bilesiklerine ek olarak,
burada ac¢iklananlara benzer bulusa uygun baglanma 6zelliklerine ve islevsel dzelliklere
sahip ve beseri olmayan bir antikordan elde edilmis CDR’leri ¢evreleyen esas itibariyla
beseri veya tamamen beseri ¢er¢eve bdlgelerine sahip olan monoklonal antikorlar: ve
bunlarin antijen baglayici fragmanlarini belirtmektedir. “Cergeve bdlgesi” veya “cerceve
dizisi” 1 ila 4. gergeve bolgelerinin herhangi birini belirtir. Bu bulusun ¢ercevesi igine
giren, tasarlanms beseri antikorlar ve antijen baglayici fragmanlar arasinda, 1 ila 4.
gergeve bolgelerinin herhangi birinin veya daha fazlasinin esas itibariyla veya tamamen
beseri oldugu, yani tek tek esas itibariyla veya tamamen beseri ¢erceve bélgeleri | ila 4’iin
muhtemel kombinasyonlarimin herhangi birinin bulundugu molekiiller yer alir. Ornedin
bunlar arasinda gerceve bolgesi 1 ve ¢ergeve bolgesi 2, gergeve bdlgesi 1 ve cergeve
bolgesi 3, ¢ergeve bolgesi 1, 2 ve 37lin esas itibariyla veya tamamen beseri oldugu
molekiiller yer alir. Esas itibariyla beseri gergeveler, bilinen bir beseri germ hatti ¢ergeve
dizisine en az yaklasik %80 dizi 6zdesligine sahip olanlardir. Tercihen esas itibariyla
beseri gerceveler bilinen bir beseri germ hatti cer¢eve dizisine en az yaklasik %85, vaklasik

%90, yaklasik %95 veya vaklagik %99 dizi 6zdesligine sahiptir.
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Tamamen beseri ¢erceveler bilinen bir beseri germ hatti cergeve dizisine 6zdes olanlardir.
Beseri gerceve germ hatti dizileri ImMunoGeneTics’den (IMGT) http://imgt.cines.fr web
sitesi vasitastyla veya The Immunoglobulin FactsBook, Marie-Paule Lefranc ve Gerard
Lefranc, Academic Press, 2001, ISBN 012441351 den elde edilebilir. Ornegin germ hatt1
hafif zincir cerceveleri All, Al7, Al18, Al19, A20, A27, A30, LI, L11, L12, L2, L5, L15,
L6, L8, 012, 02 ve O8’den olusan gruptan secilebilir ve germ hatt1 agir zincir ¢ergeve
bélgeleri VH2-5, VH2-26, VH2-70, VH3-20, VH3-72, VHI-46, VH3-9, VH3-66, VH3-74,
VH4-31, VHI-18, VHI-69, VI-13-7, VH3-11, VH3-15, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-
48, VH4-39, VH4-59 ve VH5-51"den olusan gruptan secilebilir.

Burada agiklananlara ek olarak, buluga gore benzer islevsel dzellikler gésteren, tasarlanmig
beseri antikorlar ¢esitli farkli usuller kullanilarak iiretilebilir. Bir yaklasimda, ana antikor
bilesigi CDR’leri, ana antikor bilesigi cergevesiyle yiiksek bir dizi 6zdesligine sahip bir
beseri ¢ergeve igine agilanir. Yeni ¢ergevenin dizi 6zdesligi ana antikor bilesigindeki
karsilik gelen gergevenin dizisine en az yaklasik %80, en az vaklasik %85, ¢n az yaklasik
%90, en az yaklasik %95 veya en az yaklasik %99 6zdes olacaktir. 100°den az amino asit
kalintisina sahip ¢ercevelerde, bir, iki veya {ic amino asit kalintis1 degisebilir. Bu asilama,
ana antikora kiyasla baglanma afinitesinde bir azalmayla sonuglanabilir. Bdyle bir
durumda, ¢ergeve Queen ve digerleri (1991} tarafindan Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 88:2869°da ac¢iklanan spesifik kriterler temelinde bazi pozisyonlarda ana ¢erceveye
gerl mutasyona tabi tutulabilir. Fare antikorlarina beseri 6zellikler verilmesinde yararl
olan usullerin agiklandig1 diger referanslar arasinda ABD Patentleri No. 4,816,397;
5,225,539 ve 5,693,761; Levitt (1983) J. Mol. Biol. 168:595-620°de agiklandig1 gibi
ABMOD ve ENCAD bilgisayar programlari; ve Winter ve ¢caligma arkadaslarinmm usulii
(Jones ve digerleri (1986) Nature 321:522-525; Riechmann ve digerleri (1988) Nature
332:323-327; ve Verhoeyen ve digerleri (1988) Science 239:1534-1536) yer alir.

Geri mutasyon igin disiiniilecek kalintilar asagidaki gibi belirlenebilir.

Bir amino asit asagidaki kategoriye girdiginde, kullanilmakta olan beseri germ hatti
dizisinin cerceve amino asidi (“alici cergeve™) ana antikor bilesiginin bir ¢ercevesinden bir

cerceve amino asidiyle (“verici ¢ergeve™) degistirilir.

(a} aher gergevenin beseri ¢erceve bélgesindeki amino asit, o pozisyonda beseri
cergeveler icin olagan disidir, verici immiinoglobiilindeki kargilik gelen amino asit ise o
pozisyonda beseri cerceveler i¢in tipiktir;
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{b) amino asidin pozisyonu CDR’lerin birinin hemen yanidir; veya

(¢) bir cerceve amino asidinin herhangi bir yan zincir atomunun {i¢ boyutlu bir
immiinoglobiilin modelinde bir CDR amino asidinin herhangi bir atomuna uzakhgi
yaklasik 5-6 angstrom (merkezden merkeze) icindedir.

Alici gergevenin beseri gerceve bdlgesindeki amino asitlerin her biri ve verici ¢ercevedeki
karsilik gelen bir amino asit, o pozisyonda beseri ¢cergeveler icin genel olarak olagan disi
oldugunda, bu amino asit o pozisyonda beseri ¢erceveler i¢in tipik olan bir amino asitle
degistirilebilir. Bu geri mutasyon kriteri ana antikor bilesiginin aktivitesinin geri

kazanilmasini miimkiin kilar.

Burada agiklanan antikor bilesiklerine benzer islevsel dzellikler gosteren tasarlanmis beseri
antikorlar iretmek i¢in bagka bir yaklasim, ¢erceve degistirilmeden asilanmis CDR’ler
icindeki amino asitlerin rastgele mutasyona tabi tutulmasin ve olusan molekiillerin ana
antikor bilesiklerininkiler kadar veya onlardan daha 1y1 baglanma afinitesi ve baska islevsel
ozellikler agisindan taranmasin igerir. Her CDR igindeki her amino asit pozisyonuna tek
mutasyonlarin dahil edilmesi, ardindan bu mutasyonlarin baglanma afinitesi ve baska
islevsel 6zellikler tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi de miimkiindiir. Gelismis
dzelliklere yol acan tek mutasyonlar birbirleriyle kombinasyon halinde etkilerini
degerlendirmek icin kombine edilebilir.

Ayrica yukaridaki yaklasimlarin her ikisinin bir kombinasyonu da mimkindir. CDR
asilamasindan sonra, CDR’lere amino asit degisiklikleri dahil etmenin yani sira spesifik
cerceve hdlgeleri geri mutasyona tabi tutulabilir. Bu metodoloji Wu ve digerleri (1999) J.
Mol. Biol. 294:151-162°de aciklanmaktadir.

Bu alanda uzman olanlar, bu bulusun dgretilerini uygulayarak, burada agiklanan CDR ve
cerceve dizileri igindeki amino asitleri siibstitiie etmek igin yaygin teknikleri, rnegin yer
yonelimli mutagenezi kullanabilir ve boylece buradaki dizilerden elde edilen bagka
degisken bélge amino asit dizileri iiretebilir. Dogal olarak olusan biitiin amino asitler
spesifik bir siibstitiisyon yerine dahil edilebilir. Burada agiklanan usuller daha sonra,
belirtilen in vivo islevlere sahip dizileri belirlemek igin bu ek degisken bilge amino asit
dizilerini taramak igin kullamlabilir. Bu sekilde,bu bulusa uygun tasarlanmis beseri
antikorlar1 ve bunlarm antijen baglayic1 béliimlerini hazirlamak i¢in uygun baska diziler
belirlenebilir. Tercihen cergeveler igindeki amino asit siibstitiisyonu, burada agiklanan 4

hafif zincir ve/veya agir zincir gergeve bolgesinin herhangi biri veya daha fazlasi igindeki
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bir, iki veya ti¢ pozisyonla siurlidir. Tercihen CDR’ler i¢indeki amino asit siibstitlisyonu 3
hafif zincir ve/veya agir zincir CDR "sinin herhangi biri veya daha fazlas1 igindeki bir, iki
veya lig pozisyonuyla sinirhdir. Yukarida agiklanan bu ¢erceve bélgeleri ve CDR'ler
icindeki cesitli degisikliklerin kombinasyonlari da miimkiindiir,

Yukarida tartigilan amino asit modifikasyonlariyla olusturulan antikor bilesiklerinin
islevsel 6zelliklerinin burada agiklanan spesifik molekiillerin gosterdigi 6zelliklere uyup

uymadig1 Asagida Ornek 2-19°da agiklanan usullerle teyit edilebilir.

“Epitop” terimi bir antikorun veya antikor fragmaninin baglandig: bir peptit veya protein
lizerinde bulunan amino asitlerin spesifik bir diizenlenisini belirtir. Epitoplar siklikla amino
asitler veya seker yan zincirleri gibi molekiillerin kimyasal olarak aktif bir yiizey
grubundan olusurlar ve spesifik ii¢ boyutlu vapisal 6zelliklerin yan sira spesifik yiik
ozelliklerine sahiptirler. Epitoplar dogrusal olabilirler, yani tek bir amino asitler dizisine
baglanma icerirler veya konformasyonel olabilirler, yani antijenin bitisik olmak zorunda
olmayan cesitli bolgelerindeki iki veya daha fazla amino asit dizisinin baglanmasini
icerebilirler. Burada aciklanan epitoplar Ornek 3’te agiklanan amino asit dizilerinden

olusabilirler, esas olarak bunlardan olusabilirler veya bunlan icerebilirler.

Burada agiklanan molekiillerle “rekabet” eden monoklonal antikorlar veya bunlarin antijen
baglayici fragmanlari, buradaki molekiillerin baglandig1 yer(ler)e 6zdes olan veya bu
yer(ler)le cakisan yer(ler)de beseri c-Met’1 baglayanlardir. Rekabet¢i monoklonal
antikorlar veya bunlarin antijen baglayici fragmanlari 6rnegin bir antikor rekabet tahliliyle
belirlenebilir. Ornegin saflastiriimis veya kismen saflastirilmis bir beseri c-Met numunesi
bir kati destege baglanabilir. Daha sonra, bu bulusun bir antikor bilesigi veya bunun antijen
baglayict fragmani ve bulusun bu antikor bilesigiyle rekabet edebildiginden kuskulanilan
bir monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici fragmani ilave edilir. Iki molekiilden
biri isaretlenir. Isaretlenmis bilesik ve isaretlenmemis bilesik c-Met {izerinde ayr1 ve farkli
yerlere baglanirsa, isaretlenmis bilesik rekabet¢i oldugundan kuskulanilan bilesik olsun
veya olmasin ayni sevivede baglanacaktir. Ancak, etkilesim vyerleri ayniysa veya
ortiisiiyorsa, isaretlenmemis bilesik rekabet edecektir ve antijene bagl isaretlenmis bilesik
miktari azalacaktir. Isaretlenmemis bilesik fazlaysa, cok az isaretlenmis bilesik
baglanacaktir (baglanirsa). Bu bulusun amaglari igin, rekabetgi antikorlar veya bunlarin
antijen baglayici fragmanlar1 buradaki antikor bilesiklerinin c-Met’e baglanmasini yaklasik

%50, vaklasik %60, yaklasik %70, yaklasik %80, yaklasik %85, yaklasik %90, yaklasik
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% 95 veya yaklasik %99 azaltanlardir. Bu rekabetgi tahlilleri yapmak i¢in prosediirlerin
ayrmntilar1 bu alanda iyi bilinmekte ve drnegin Harlow ve Lane (1988 Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York, sayfa 567-569, ISBN 0-87969-314-2’de bulunmaktadir. By tahliller saflagtirilmis
antikorlar kullamlarak kantitatif olarak uygulanabilir. Bir antikor kendisine kars: titre
edilerek, yani hem isaret hem de rakip olarak ayni antikor kullanilarak standart bir egri
olusturulur. Bir isaretlenmemis rekabetci monoklonal antikorun veya bunun antijen
baglayici fragmaninin isaretlenmis molekiiliin plakaya baglanmasini inhibe etme kapasitesi
titre edilir. Sonuglar ¢izilir ve istenen baglanma inhibisyonu derecesine ulagsmak icin
gerekli olan konsantrasyonlar karsilastirilir. Bu rekabet tahlillerinde bu bulusun antikor
bilesikleriyle rekabet eden monoklonal antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici
fragmanlarimm buradaki antikor bilesikleriyle ayni veya benzer islevsel 6zelliklere sahip

olup olmadig, burada Ornek 2-19°da agiklanan usullerle belirlenebilir.

Esas itibariyla burada acgiklanan monoklonal antikorlar veya antikor baglayici fragmanlarla
ayn1 c-Met epitopuna/epitoplarina baglanan monoklonal antikorlar veya bunlarin antijen
baglayict fragmanlar, buradaki molekiillerin baglandigi yer(ler)le ortiisen yer(ler)de beseri
C-Met’i baglayanlardir. Esas itibariyla burada agiklanan ¢-Met monoklonal antikorlan veya
antikor baglayici fragmanlariyla ayni c-Met epitopuna/epitoplarina baglanan monoklonal
antikorlarin veya bunlarmn antijen baglayici fragmanlarin belirlenmesini kolaylastiran
usuller bu alanda iyi bilinmekte ve érnegin Uluslararasi Basvuru Yayini WO 00/64946°da
aciklanmaktadir. Esas itibariyla ayni c-Met epitopuna/epitoplarma baglanan monoklonal
antikorlarin veya bunlarin antijen baglayici fragmanlarinin buradaki antikor bilesikleriyle
aym veya benzer islevsel 6zelliklere sahip olup olmadig burada Ornek 2-19’da agiklanan

usullerle belirlenebilir.

“c-Met” veya “beseri c-Met” herhangi bir beseri c-Met’in yani sira, bunun aktif,
mutasyondan gegmis formlarini da belirtmektedir. c-Met yapis1 sematik olarak asagidaki
gibi betimlenir:

Hiicre Disi1 Alan (ECD) Hiicre ici Alan

, A A
- N r I
SEMA — PSI — 41PT — TM - JM - KD - hicreigi kuyruk

SEMA: Sema alam

PSI: Pleksin, Semaforinler ve Integrinler alani
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IPT: 4 Immiinoglobiilinler, Pleksinler ve Transkripsiyon faktérii alanlar:
TM: Transmembran bélge

JM: Membran yani alam

KD: Kinaz alani

Beseri c-Met ECD’de (DIZI ID NO:75}, 1-24. amino asitler sinyal dizisini olusturur.
Olgun protein amino asit 25 (E)’de baslar. Sema alani c-Met’in N-terminusundaki yaklasik
500 amino asit kalintisindan olusur ve o zincirini (25-307. amino asit kalintilarr) ve B

zincirinin bir kismini (308-519. amino asit kalintilar1) igerir.

“Inhibe etmek” terimi, c-Met’in biyolojik etkilerini esas itibariyla antagonize etme,
engelleme, Snleme, kisitlama, yavaslatma, sekteye ugratma, elimine etme, durdurma,

azaltma veya tersine ¢evirme kabiliyeti anlamindadir.

“Tedavi etme” (veya “tedavi etmek” veya “tedavi”) terimi, bir semptom, bozuk luk,
rahatsizlik veya hastalifin ilerlemesini yavaslatma, kesintiye ugratma, bloke etme, kontrol
altina alma, durdurma, azaltma veya tersine cevirme anlamindadir, ama zorunlu olarak
hastalikla iliskili biitiin semptomlarin, rahatsizliklarin veya bozukluklarin tamamen elimine

edilmesini belirtmez.

Akut olaylar ve kronik rahatsizliklar tedavi edilebilir, Akut bir olayda, bir antikor veya
bunun antijen baglayici fragmam bir semptom, bozukluk, rahatsizlik veya hastalik
basladiginda uygulanir ve akut olay sona erdiginde kesilir. Buna karsilik, kronik bir

semptom, bozukluk, rahatsizlik veya hastalik daha uzun bir siire boyunca tedavi edilir.

“Htkili miktar” terimi bu bulusun bir antikor bilesiginin, bir hastaya tek doz veya birden
fazla doz halinde uygulandiginda istenen tedaviyi veya dnlemeyi saglayan miktarini veya
dozunu belirtmektedir. Buradaki antikor bilesiklerinin terapétik olarak etkili miktarlar: tek
doz i¢in yaklagik 0.1 mg/kg ila yaklasik 20 mg/kg araligindaki bir miktari igerebilir,
Herhangi bir bireysel hasta i¢in terap&tik olarak etkili bir miktar, saglik hizmetleri uzmant
tarafindan, antikor bilesiklerinin tiimdr dokularinda veya timér dist dokularda hiicre
ylizeyi c-Met gibi bir biyomarkériin etkisi, tiimér gerilemesi ve benzeri izlenerek
belirlenebilir. Bu usullerle elde edilen verilerin analizi, ister tek basina ister baska bir
terap6tik maddeyle kombinasyon halinde kullamilsin, antikor bilesiklerinin optimal
miktarlarmin uygulanmasi igin ve tedavi siiresinin de belirlenebilmesi i¢in tedavi sirasinda
tedavi rejiminin degistirilmesine izin verir. Boylece, tek basma veya kombinasyon halinde

kullanilan antikor bilesiklerinin, uygun timor azaltic1 etkinlik gbsteren en diislik
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miktarlarinin uygulanmasi ve bu bilesiklerin uygulanmasinin sadece hastayi basariyla
tedavi etmek i¢in gerekli oldugu siirece stirdiiriilmesi i¢in doz/tedavi rejimi tedavi swrasmda
degistirilebilir.

Bu bulusun antikor bilesikleri tipta, ¢esitli yollarla uygulanan ilaglar olarak kullamlabilir,
En ¢ok tercih edilen durumda, bu bilesimler parenteral uygulama i¢indir. Bu farmasétik
bilesimler bu alanda iyi bilinen usullerle hazirlanabilir. Ornegin bakiniz: The Science and
Practice of Pharmacy, 19. basim (1995}, A. Gennaro ve digerleri, Mack Publishing Co. ve
burada agiklanan antikor bilesiklerinin birini veya daha fazlasini ve farmasétik olarak

kabul edilebilir bir tastyici, seyreltici veya eksipiyan igerir.

“Timér” terimi habis veya selim, bitiin neoplastik hiicre biyiimelerini ve
proliferasyonlarini ve biitiin kanser 6ncesi ve kanserli hiicreleri ve dokular: belirtmektedir.
“Kanser”, “kanserli” ve “tiim0r” terimleri burada birbirini dislayacak sekilde

kullanilmamaktadir.

“Kanser” ve “kanserli” terimleri, memelilerdeki, tipik olarak anormal hiicre
biiyiimesiyle/proliferasyonuyla 6zellik kazanan fiziksel bir hastaligr belirtmek igin
kullanilmaktadir. Kanserlerin érnekleri arasinda sinirlandirici olmamak kosuluyla

karsinomlar, lenfomalar, blastomlar, sarkomlar ve 1ésemiler yer alir.

c-Met ve Kanser

Denetimsiz c-Met yollarina transkripsiyonel artis, c-Met gen amplifikasyonu, spesifik
genetik degisiklikler veya liganda bagimli otokrin veya parakrin mekanizmalari yol
acabilir. insanlardaki tiimorlerde yapisal c-Met aktivasyonunun en yaygin nedeni, gen
amplifikasyonunun yoklugunda transkripsiyonel artisin bir sonucu olarak artan protein
ekspresyonudur., Ayrica, mide ve yemek borusu karsinomlari, kiicik hticreli olmayan
akciger (NSCL) karsinomlar1 ve mediilloblastomlar da dahil olmak iizere insanlardaki bir
dizi birincil timérde MET geninin amplifikasyonu, sonug olarak protein agir1 ekspresyonu
ve yapisal kinaz aktivasyonu bildirilmistir. Osteosarkomlar ve rabdomiyosarkomlar gibi
mezenkimal kokenli tiimdrler siklikla, HGF tireterek otokrin mekanizmalarini kullanirlar,
Yikselen HGF seviyeleri ve agir1 c-Met ekspresyonu siklikla, daha agresif hastalik, artan
tiimdr metastazi ve azalan hasta dmri de dahil olmak tzere kéti klinik sonuglarla
iliskilidir. Ayrica, timérlerde HGF ve/veya c-Met proteinlerinin ylksek seviyeleri
kemoterapi ve radyoterapiye direng varatir. Anormal HGF ve c-Met ekspresyonuna ek

olarak, c-Met yolu c-Met mutasyonlari, gen amplifikasyonu ve gen yeniden diizenlenisi
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gibi genetik degisikliklerle de aktive edilebilir. Yanlis anlam ¢-MET mutasyonlart iyi
karakterize edilmis kalitsal papiller renal hiicreli karsinomlarn (PRCC) olan biitiin
bireylerde ve sporadik PRCC numunelerinin kiciik bir alt kiimesinde (% 13) tespit edilir.
Mutasyonlarin bazilar artan kinaz aktivitesine bagh olarak onkojenik potansiyele sahiptir,
Hem HGF hem ¢-MET genlerinin bulundugu kromozom 7 trizomisi PRCC’de sik sik
olusur ve mutant C-MET alelinin rastgele olmayan duplikasyonuyla sonu¢lanir. Ayrica,
somatik ¢-MET mutasyonlari mide, bas ve boyun, karaciger, yamurtalik, kii¢iik hiicreli
olmayan akciger ve tiroit kanserleri de dahil olmak tizere insanlardaki diger kanserlerin
yani sira bu kanserlerin bazilarmin metastazlarida tespit edilmistir. Mutasyonlarin tipik
olarak kinaz alaniyla sinirli oldugu PRCC’nin tersine, bu mutasyonlar ¢ogunlukla
reseptoriin bagka bolgelerinde, 6rnegin membran yam alaninda bulunur. Mutasyonun yant
sira, C-Met geni meme, karaciger, beyin, kolorektal, gastrik, akciger ve mide kanserlerinde

siklikla amplifiye olur, bu bazi1 hastalarda hastalifin ilerlemesiyle iliskilidir.

Terapotik endikasvonlar

Anormal HGF/c-MET sinyalleri mesane, meme, rahim agzi, kolorektal, endometriyal,
yemek borusu, mide, bas ve boyun, bébrek, karaciger, akciger, nazofaringeal, yamurtalik,
pankreas, prostat ve tiroit kanserlerinin yam sira kolanjiyokarsinom, osteosarkom,
rabdomiyosarkom, sinovyal sarkom, Kaposi sarkomu, leyomiyosarkomlar ve
MFH/fibrosarkom da dahil olmak tizere insanlardaki ¢ok ¢esitli habasetlerde
belgelenmistir. Ayrica anormal HGF vejveya ¢-MET ekspresyonu akut miyelojendz
16semi, eriskin T-hiicreli 16semi, kromik miyeloid 16semi, lenfomalar ve multipl miyelom
gibi hematolojik habasetlerin yani sira melanom, mezotelyom, Wilm timér,
gliyoblastomata ve astrositomlar gibi baska tiimérlerde de bildirilmistir (Liu ve digerleri
(2008) Expert Opin. Investig. Drugs 17(7}:997-1011"de 6zetlenmistir). Bu bulusun ¢-Met
antikorlari hem HGF ye bagimli hem HGF den bagimsiz tiimorleri inhibe edebilir.

Asagidaki sinirlandirici olmayan drnekler bu bulusun ¢esitli yonlerini géstermektedir.

Asagidaki 6rneklerde, beseri 6zellikler verilmis 1gG2 ve 1gG4 ve murin IgG (bazen mlgG1
olarak da geger) kontrol antikorlari, buradaki c-Met antikorlariyla iligkisi olmayan izotip
kontrol antikorlaridir. Antikorlar C8, D 11 ve optD11 murin antikorlaridir. Her durumda,

beseri HGF R&D Systems’tan elde edilir (#2941.
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Ornek 1
c-Met Antikorlan

Buradaki tasarlanms beseri antikorlarin hafif zincir ve agr zincir degisken bélgelerinin
amino asit dizileri, tam hafif ve agir zincirleri ve yukaridakileri kodlayan niikleotit dizileri
asagida, “Amino Asit ve Niikleotit Dizileri” baslikli boliimde listelenmektedir. Hafif zincir

ve agir zincir CDR amino asit dizileri sirastyla Tablo 1 ve 2°de gosterilmektedir.

Tablo 1. Hafif Zincir CDR’ leri

Antikor CDR 1 CDR 2 CDR 3
DILS17Y SVSSSISSTNLH GTSYLAS QQWSSYPYS
(DiZI ID NO:49) | (DiZi ID NO:50) | (DiZi ID NO:51)
D11-888 SVSSSISSTNLH GTSYLAS QQWSSYPYS
(DiZi ID NO:49) | (DizZi ID NO:50) | (DiZi iD NO:51)
SVSSSISSTNLH GTSRLRS QQWSSYPYS
D11-C27G3

(DiZ1 iD NO:49)

(DIZI ID NO:52)

(DiZi iD NO:51)

D11 Konsensus Dizisi

GTSXLX,S
(Dizi iD NO:87)

C8-6 SVSSSVSSIYLH STSNLAS IQYSGYPLT
(DIZI ID NO: 53) | (Dizi iD NO:54] | (DiZi ID NO:55)
C8-H241 SVSSSVSSIYLH STSNLAS QVYSGYPLT
(DiZi iIiD NO:53) | (Dizi iD NO:54) | (DiZi ID NO:56)
SVSSSVRSIYLH STSNLAS QVYRGYPLT
C8-co-16

(DiZi ID NO:57)

(DIZI ID NO:54]

(DiZi ID NO: 58)

C8 Konsensus Dizisi

SVSSSVX,SIYLH
(DIZ1 1D NO:88)

XaXsYXsGYPLT
(DiZi ID NO: 89)

X1Y veya R’dir ve X; A veya R’dir;

X3 S veya R’dir;

X4 1 veya Q'dur, X5 Q veya V'dir ve X¢ S veya R’dir;
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Antikor CDR 1 CDR 2 CDR 3
D11-S17Y GYTFTSRYIH WIYPVTGDTYYNEKFKG GYGAFYY
(DIZI ID NO:59) (DIZI ID NO:60) (DIZ1 1D NO:61}
D11-8B8 GYTFTSRYIH WIYPVTGDTYYIEKFKG GYGAFFY
(DIZI ID NO:59) (DIZI ID NO:62) (DIZ1 ID NO:63)
GYTFTSRYIH WIYPVTGDTYYREPFKG GYGAFYY
D11-C27G3

(DIZI ID NO:59)

(DIZI ID NO:64)

(DiZi iD NO:61)

D11 Konsensus

WIYPVTGDTYYX;EXFKG

GYGAFXqY

Dizisi (DIZI ID NO:90) (DIZI ID NO:91)
8.6 GYTFTDYYMH RVNPNRGGTTYNQKFEG TNWLDY
(DIZI ID NO:65) (DIZI ID NO:66) (DiZi iD NO:67)
C8-H241 GYTFTDYYMH RVNPNRRGTTYNQKFEG ANWLDY
(DiZi iD NO:65) (DIZI iD NO:68) (Dizi iD NO:69)
GYTFTDYYMH RVNPYRGSTTYNQKFEG ANILDY
C8-ko-16

(DiZi iD NO:65)

(DIZI iD NO:70)

(Dizi iD NO:71)

C8 Konsensus
Dizisi

RVNPX1gRX 11 X1 TTYNQKFEG

(DiZi 1D NO:92)

X13NX14LDY
(DIZi ID NO:93)

X7 N, | veya R’dir ve X5 K veya P’dir;

Xq'Y veya F’dir;

X10 N veya Y’dir, X1 G veya R’dir ve X2 G veya S’dir;

X13 T veya A’dir ve X14 W veya I'dir;

D11 ve C8 antikoru hafif ve agir zincir degisken bdlgeleri igin konsensus dizileri

asagidakilerdir:

D11 Antikoru Hafif Zincir Degisken Bolge K onsensus Dizisi (DIZI ID NO:94)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWY QQKPGQAPRLLIY
GTSX,LX->SGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYY CQQWSSYPYSFG

QGTKLEIK

burada X, Y veya R’dir ve X; A veya R’dir;
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C8 Antikoru Hafif Zincir Degisken Bolge K onsensus Dizisi (DiZi iD NO:95)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVX:SIYLHWYQQKPGKAPKLLIY
STSNLASGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCX, XsYXcGYPLTFG
GGTKVEIK

burada X3 S veya R’dir, X4 | veya Q'dur, X5 Q veya V’dir ve X5 S veya R’dir;
D11 Antikeru Agir Zincir Degisken Bélge Konsensus Dizisi (DiZI ID NO:96)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYTHWVRQAPGQGLEWMGW
IYPVTGDTYYX2EX«-FKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGY
GAFX,YWGQGTLVTVS

burada X7 N, | veya R’dir, X3 K veya P’dir ve Xg Y veya F’dir;
C8 Antikoru Agir Zineir Degisken Bolge K onsensus Dizisi (DIZI ID NO:97)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDY YMHWVRQAPGQGLEWMGR
VNPX 1R X1 X1, TTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARX
NX;LDYWGQGTTVTVS

burada X o Y veya N'dir, X1; G veya R’dir, X1, S veya G’dir, X3 A veya T'dir ve X4 |
veya W'dur.

Antikorlar standart transfeksiyon prosediirleri kullanilarak gecici olarak HEK293 EBNA
hiicrelerinde (Edge BioSystems, #90500130} eksprese edilir. Transfekte edilmis hiicreler
transfeksiyondan sonra 48 ila 120 saat 37°C’de genetisin (G418) ve tobramisin iceren
standart serumsuz ortamda kdiltiirlenir. Antikorlar bir 60 mL rProtein A Sepharose
kolonunda (Amersham Biosciences, #17-1279-04) imalat¢mim talimatlarina gére
saflastilir ve hareketli faz olarak fosfat tamponlu salin (PBS), pH 7.4’le boyut diglama
kromatografisiyle (XK50/60 Superdex200, Pharmacia) saflastirilir. Daha sonra antikorlar
Millev-GV, PVDF membranlar, 0.22 pym, 33mm, (Millipore, # SLGV033RS) kullanilarak
filtreden gecirilir ve 4°C ila 8°C’de saklanur.

Asagidaki 6rneklerin bir¢ogunda sozii edilen murin 1gG1 c-Met antikoru 5D5 (ABD
Patenti No. 5,686,292) yukarida agiklandig gibi, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu,
Manassas, VA’dan elde edilen hibridom HB-11895"ten izole edilir ve saflastirilir.

31



10

15

20

25

EP-17570

Ornek 2

" -

c-Met Antikorlarinin Cesitli c-Met Hiicre Dis1 Alanlarina Baglanma Kinetigi

Insan, sinomolgus maymunu ve sican c-Met dizilerinin hiicre dis1 alanlar1 (ECD’ler) Fc’ nin
C-terminusunda (DIZI ID NO: 72-74) bir flag- ve His etiketiyle (Flis-tag) Fc flizyon
proteinleri olarak eksprese edilir. Bu ¢-Met ECD Fc fiizyon proteinleri Ornek 1’de
aciklandigr gibi HEK293 EBNA hiicrelerinde ayr1 olarak gecici bir sekilde eksprese edilir

ve saflastirilir.

C-Met antikorlarinin, insan, sinomolgus maymunu ve sigan c-Met ECD’lerine baglanma
kinetigini lgmek icin bir Biacore® 2000 aleti kullanihir. Olgiimler 25°C de yapilir.
Numuneler HBS-EP tampon (150 mM sodyum kloriir, 3 mM EDTA, %0.005
(agirlik/hacim) ylzey aktif madde P-20 ve 10 mM N-2-hidroksietilpiperazin-N'-2-
etansilfonik asit (HEPES), pH 7.4; #BR-1001-88) icinde eritilir. Kegi anti beseri IgG’nin
F(ab'}; fragman, spesifik F(ab'}, fragmam (Jackson Immunoresearch Inc, #109-006-097)
anti-c-Met antikorlarim yakalamak igin amin baglama kimyasi kullanilarak 4000 yanit
birimi (RU) seviyesinde bir CM35 sensor ¢ipinin akis hiicreleri 1 ila 4 lizerinde

hareketsizlestirilir.

Baglanma birden fazla turda degerlendirilir, Her tur 50 plL/dakika akis hizinda uygulamr
ve asagidaki asamalardan olusur: 40-100 RU yakalama amaciyla 10 pg/mL’de yaklagik 10
UL bir c-Met antikoru enjeksiyonu; 250 UL insan, sinomolgus veya sigan c-Met-Flis-Fc
ECD enjeksiyonu {100 nM’de baslanir ve her tur icin iki kat seri seyreltme kullanilir),
ardindan ayrisma i¢in 20 dakika ve yaklasik 30 uL 10 mM glisin hidroklorir, pH 1.5
kullanimiyla rejenerasyon. Her tur i¢in birlesme ve ayrisma hizlart BlAevaluation yazilimu,
versiyon 4.1°de bir “1:1 (Langmuir) baglanma” modeli kullamlarak degerlendirilir.
Antikor D11-817Y nin sigan c-Met-Flis-Fc ECD’ye baglanmasina iligskin olarak, verileri
uygun sekilde uydurmak i¢in bir heterojen ligand modeli kullanilir; dolayisiyla iki

baglanma afinitesi elde edilir.

Sonuglar asagida Tablo 3-5'te gosterilmektedir.
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c-Met Antikorlarimin Beseri c-Met-Flis-Fc ECD’ye Baglanma Kinetigi ve Afinitesi

Antikor Kbirtesme (1/M5)] Kayrisma(1/5) Ko (nM)

D11-8B8 1.0 £0.1x 10° 0.5+0.2x10" 0.5+0.2

D11-C27G3 6.4 0.2 x 10" 0.9+02x10" 1.4+0.3

D11-S17Y 0.7 £0.1x10° 2.8+0.1x10* 4.2+0.9
C8-H241 1.1+£03x10° <107 <0.1
C8-6 1.6 + 0.4 x 10° 3+2x10* 4+1

C8-col6 1.1+0.2x10° 0.3+02x10* 0.3+0.1

Tablo 4

¢-Met Antikorlarimin Sinomolgus Maymunu ¢-Met-Flis-Fc ECD’ye Baglanma

Kinetigi ve Afinitesi

Antikor Kpirtesme (1/Ms) Kayrisma (1/5) Ko (nM}
D11-8B8 0.78 £0.02x 10° 2.23£0.07 x 10" 2.9£0.2
D11-C27G3 0.5+0.1x10° 3.2+ 0.4 x 10" 6.5 + 0.7
D11-S17Y 0.70 + 0.08 x 10° 3.6+0.5x10* 5.1+0.2
C8-H241 0.80 + 0.06 x 10° <107 <0.2
C8-6 1.4+ 0.5 x10° 45+0.2x10* 3.6 + 1.1
C8-col6 1.03 £ 0.02 x 10° <10° <0.1

Tablo 5

¢-Met Antikorlarinin Sican ¢-Met-Flis-F¢ ECD’ye Baglanma Kinetigi ve Afinitesi

. khirlesme kayrlsma I(D
A k k irlesme 1 M kavrl ma ]- K M
ntikor | Kpirtegme (1/M$) yrisma (1/8] p (pM) (1iMs! (Us) (M)
D11-8B8 [2.1+0.2x10°| 1.9+0.3x10* | 0.89  0.04
D11-
13+0.1x10°| 3.4+05x10%| 27:0.2
C27G3
D11-S17Y| 0.66 x 10° 189 x 10™ 286 25x10°] 3.0x 10" | 1.2
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Bu veriler C8-H241, C8-6 ve C8-col6 antikorlarinin insan ve sinomolgus maymunu c-Met
ECD’lerini benzer afiniteyle bagladigmi, ama sigan c-Met ECD’sini baglamadigim
gistermektedir. Ek veriler (gdsterilmemistir) bu antikorlarin ELISA plakalar iizerine 1
Mg/mL ECD kaplandiginda 100 nM’ye kadar fare c-Met ECD’sini baglamadigini
gostermektedir. Ancak D11-8B8, D11-C27G3 ve D11-S17Y antikorlari insan, sinomolgus

maymunu ve sigan c-Met ECD’lerini baglar.
Ornek 3

Epitop Haritalama

Buradaki c-Met antikorlarinin epitoplarinin haritasi, hidrojen-déteryum degisimi kiitle
spektrometrisi (HDXMS) (Y amada ve digerleri (2002) Rapid Commun. Mass Spectrom.
16(4):293-299) ve dietil pirokarbonatla (DEPC) isaretleme (Mendoza ve digerleri (2008}
Analy. Chem. 80(8}:2895-2904) kombinasyonuyla ¢ikarilir. Beseri c-Met Sema alaninin
hidrojen-déteryum degisim reaksiyonu, c-Met antikorlarinin varliginda veya yoklugunda
uygulanir. Bir antikorun varhiginda, yoklugunda oldugundan daha az doteryum alan Sema
alam bdlgeleri, antikor i¢in epitop(lar) olarak tammlanir. DEPC Sema alaninda ylzeyde
ac1ga ¢ikan lizin veya histidin kahntilarinin amino gruplariyla reaksiyona girerek etil
karbamat lizin veya histidin olusturabilir, Bu amino asitler epitop bolgesinde bulunuyorsa,
bunlar korunacak ve antikor baglanmas tizerine DEPC ile reaksiyona girmeyecektir. Bu
HDXMS ile belirlenen epitop bdlgelerinin yerinin bulunmasina ve/veya teyit edilmesine

yardim eder.

¢-Met Sema Alani Ekspresyonu ve Saflastirilmasi. Beseri c-Met’in Sema alant HEK293
EBNA hiicrelerinde C-terminusta (DIZI ID NO:76) bir Flis etiketiyle eksprese edilir ve
Omek 1 ve 2°de agiklandif gibi saflastirilir, Daha sonra saflastirilmus protein pH 7.4’te
PBS i¢inde 4°C’de saklanir, Bu alan bu bulusun c-Met antikorlarina tam uzunlukta beseri
¢-Met ECD’sine benzer afiniteyle baglanir, bu durum, bu antikorlar i¢in epitoplarin beseri

C-Met’in bu bolgesinde bulundugunu gésterir.

c-Met Sema Alaninin Deglikosilasyonu ve Desialilasyonu. 100 L 1.2 mg/mL beseri c-
Met Sema alami ¢ozeltisi de-N-glikosilasyon icin gece boyunca 37°C’de 1 uL PNGase F
cozeltisiyle (Prozyme, GKE-5006B ) islemden gegirilir. LC/MS analizi bu islemden sonra
proteinin gogunun deglikosile oldugunu gosterir. Ayriyeten, 100 uL 1.2 mg/mL beseri c-
Met Sema alani ¢dzeltisi, Sema alaninin desialilasyonu i¢in 1 saat 37°C’de 2 pL 10 U/mL

néraminidaz ¢dzeltisiyle (Roche, Kat. No. # 10 269 611 001} islemden gegirilir.
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¢-Met Sema Alani/Antikor Komplekslerinin Olusturulmasi. 10 pL deglikosile c-Met
Sema alam ¢ozeltisi (1.2 mg/mL) antikor ¢6zeltisinin (2.07 pul. C8-H241, 2.01 uL D11-
8B 8 veya 3.87 WL bir iliskisiz kontrol Mab} 29 pg protein iceren temsili bir miktariyla
karistirilir ve sonra 40 UL nihai hacme kadar IX PBS ¢ozeltisiyle seyreltilir. Ayriyeten, 5
pL desialillenmis beseri c-Met Sema alani ¢6zeltisi (1.2 mg/mL}) antikor ¢dzeltisinin (1.04
uL C8-H241, 1.01 uL D11-8B8 veya 1.94 uL iliskisiz kontrol Mab} 14 pg protein iceren
temsili bir miktariyla karistirilir ve sonra 15 puL nihai hacme kadar IX PBS ¢ozeltisiyle
seyreltilir. Daha sonra her antikorun karistirilmig ¢zeltilerinin her biri HDXMS analizine

tabi tutulur.

HDXMS Tabhlilleri. 4 pL deglikosile veya desialillenmis c-Met Sema alani/antikor
karisimi 16 pL %100 D0 (Acros, Kod 166310500; degisim sirasinda %80 D) ile
karistirilir ve 90 saniye ¢evre sicaklifinda inkiibe edilir. Daha sonra degisim 0°C’de su
icinde 50 pL % 0.5 (hacim/hacim) formik asitle séndiriiliir. Sondirilmis ¢zelti hemen
0°C’de 3.5 veya 4 dakika 2 L 5 mg/mL (hacim/hacim] pepsin ¢ozeltisiyle (Sigma, Kat.
No. P6887] islemden gegirilir. Sindirilmis ¢ézelti hemen manuel olarak bir RP-HPLC
kolonuna (Polymer Laboratories, Parti No. 1912-1802; 2.1 x50mm, 1000 A g6zenek
bityiikligi, 8 uM pargacik biiyiikliigii) enjekte edilir. HPLC pompasindan (Waters, 2795
HPLC) HPLC tampon akimi bir metal tiipten (yaklasik 1 mL) bir manuel enjektdre
gecirilir. Daha sonra kolon eluat1 bir Micromass LCT Premier veya SY NAPT kiitle
spektrometresine gegirilir. Metal tlip, enjektdr ilmegi ve kolon bir buz su banyosuna

daldirilir.

Kolon 0.2 mL/dakika akis hizinda %99 A (%0.05 (hacim/hacim) sulu TFA (trifloroasetik
asit) ve % 1 B (% 0.04 (hacim/hacim) asetonitril icinde TFA] ile dengelenir. 1 dakika bir
izokratik gradyan eliisyonu uygulanir, 3 dakika alikoymayla 1 dakikada %1°den %10 B’ye,
12 dakikada %40 B’ye, 4 dakikada %90 B’ye ¢ikarilir ve sonra ¢abucak baslangic
kosullarina dondiiriiliir. Kiitle spektrometrisi bir Micromass LCT Premier Kiitle
Spektrometresinde, pozitif sprey, W Kipiyle ve asagidaki ayarlarla uygulanir: 1.5 kV
kapiler voltaj, 100 V koni voltaji, 25 V A¢iklik 1, 200 ila 2000 kiitle araligi, 150°C
desolvasyon sicakligi ve 500 L/saat desolvasyon gaz akisi. c-Met’in her peptik peptidinin
kitle spektrumu ¢-Met antikoruyla veya bunun olmadigi D/H degisiminden sonra elde
edilir. Her peptidin ortalama kiitlesi en yogun iyon pikinin izotopik dagilimina gére

hesaplanir.
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c-Met/Antikor Komplekslerinin DEPC Isaretlemesi. 8.3 uL 1.2 mg/mL beseri c-Met
Sema alani ¢ozeltisi bir antikor ¢ozeltisi (24 g protein: 1.71 pL C8-H241, 1.67 pL D11-
8B8 veya 3.2 L iliskisiz kontrol Mab) ve IX PBS cézeltisiyle 76 pL nihai hacme kadar
karigtirilir, Her c-Met/antikor karigimi 5 dakika ¢evre sicakliinda izopropanol iginde 4 pL
10 mg/mL (agirlik/hacim) DEPC ile islemden gegirildikten sonra 0.1 M Tris-HCI tampon,
pH 8 icinde 20 mg/mL histidin (10 pL) ve 0.1 M Tris-HCl tampon, pH 8 icinde 0.2 mg/mL
lizinle (10 uL) islemden gegirilir. Her ¢6zelti 5 uL 0.2 mg/mL (agirlik/hacim) domuz
tripsin cozeltisiyle (Promega, Kat. No. V528A) karnistirilir ve karisimin yarisi 0.5 pL 50
mg/mL (agirhk/hacim) ditiotreitol ¢ozeltisiyle karistirilir. Her numune ¢dzeltisi 5 saat
37°C’de inklbe edildikten sonra bir saat daha 0.5 uL. PNGase F ¢ozeltisiyle islemden
gegirilir. Her sindirilmis ¢ozelti 2 uL %10 (hacim/hacim) asetik asit ¢ozeltisiyle
asitlestirilir. Ditiotreitol ilave edilmeden indirgenmis sindirim Uriintine 2 pL 100 mg/mL
TCEP (tris(2-karboksietil fosfin hidroklorir (Sigma, Kat. No. C4702-2G) ¢ozeltisi ilave
edilir. Cozeltilerin her biri bir Waters Acquity UPLC ve Waters SYNAPT Kiitle
spektrometresi kullanilarak LC/MS analizine tabi tutulur. HPLC de 60°C’de bir Waters
Acquity UPLC BEH C8 kolonu (2.1x50mm, 1.7um, Waters, parca no. 186002877
kullanilir ve peptitler bir su/asetonitril/ TFA HPLC hareketli faz sisteminde bir asetonitril
gradyaniyla elute edilir. Sindirim Griinleri icin 45 dakika uygulama stiresi kullanilir. Kolon
0.2 mL/dakika akis hizinda % 99 A (96 0.05 (hacim/hacim) TFA sulu ¢dzeltisi) ve % 1 B
(%0.04 (hacim/hacim) asetonitril icinde TFA) ile dengelenir. 2 dakika izokratik durumda
bir gradyan elisyonu uygulanir, 1.5 dakika alikoymayla 25 dakikada %1 B’den %25 B’ve,
10 dakikada %45 B'ye, 1 dakikada %90 B’vye (ayn siirede, 0.3 mL/dakika akis hizinda)

getirilir ve sonra hizla %1 B’ye geri getirilir,

Sonuclar. Mab C8-H241 beseri c-Met hiicre dis1 alaninin « zincirinde bulunan, c-Met
Sema alaminin dort bolgesini igeren bir konformasyonel epitopu bagliyor gibi
gériinmektedir (DIZI ID NO:75%in 25-307. amino asit kalntilari):

121VVDTYYDDQLi3 (DIZI ID NO:77),
1311SCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS; 56 (DIZI ID NO:78),
179ALGAKVLSSVKDRFINFF g5 (DIZ1 ID NO:79) ve

216VRRLKETKDGFM;z; (DIZI 1D NO:80).

Daha 6zel olarak, Mab C8-H241 asagidakiler igindeki bir veya daha fazla amino asitle
etkilesime girerek c-Met’1 baglar:
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123DTY Y DD12s (DiZi iD NO:81) (kendileri dahil),
124HVFPHNHTADIQS 156 (DIZI ID NO: 82} (kendileri dahil),
102FINF 195 (DIZI ID NO:83} (kendileri dihil} ve
220KETKDGFM3;7 (DIZ1 1D NO:84) (kendileri dahil).

Mab C8-H241"in 144HVFPHNHTADIQS56 (DIZI ID NO: 82} bélgesine baglanmasi,
baglanma tahlillerinde 100 nM antikora kadar, sigan veya fare c-Met’inin degil ama hem
insan (DiZi iD NO:75) hem sinomolgus maymunu (DIZi ID NO:73’{in 25 ila 932. amino
asitleri) c-Met hiicre dis1 alanini karsilastirilabilir afiniteyle baglamaya muktedir kilar.

Mab D11-8B§’in c-Met Sema alaninin « zincirine baglanmasi, bir bélgeye, yani kendileri
de dahil olmak tizere g4 Y KTGPVLEHPDC,FPCQDCSSKANL o7 (DiZi ID NO:85) amino
asit dizisi, daha ozel olarak kendileri de ddhil olmak lizere ssCFPCQDCSSKA g5 (DIZI ID
NO:86] bolgesi iginde dogrusal bir epitop i¢indeki amino asit kalintilarinda lokalize oluyor
gibi gbriinmektedir. Mab D11-8B8 icin epitop ayrica epitop ekstraksiyon deneyleri i¢in
teyit edilir (Dhungana ve digerleri (2009} Methods Mol. Biol. 524:87-101). c-Met Sema
alan1 domuz tripsiniyle (Promega) sindirilir ve sindirim {iriinii daha sonra ¢c-Met peptitlerini
baglamak igin EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin seti (Pierce, Uriin No. 17542101
kullanilarak biyotinlenmis Mab D11-8B8’le kanistirihr. Bagh c-Met peptitleriyle birlikte
veya bunlar olmadan biyotinlenmis D11-8B8 yiiksek kapasiteli Streptavidin agaroz
recinesiyle (Thermo Scientific, Urlin No. 20359) yakalanir. Bagl peptitler H,O icinde
%0.15 formik asitle (hacim/hacim) serbest birakilir ve sonra LC/MS’yle tespit edilir.

Ornek 4

Antikorlarin RON ve PlexinA2 ECD’lere kivasla Tercihli Olarak c-Met’e Baglanmasi

¢-Met’e dizi 6zdesligi en fazla olan beseri proteinler RON ve Plexin A2’dir. Bu deneyde,
¢-Met antikorunun ¢-Met, RON ve PlexinA2 ECD’lerine baglanma spesifitesi
karsilastirilmaktadr.

96 kuyucuklu EIA/RIA yiiksek baglanma plakalarinin (Costar, #2592) kuyucuklar1 gece
boyunca 4°C’de kaplama tamponu (BioFX Labs, # COAT-1000-01) icinde 100 uL 1
ug/mL beseri c-Met hiicre dist alam (ECD}-Fc-Flis flizyonu (DiZi iD NO:72), RON-ECD-
Fc (R&D Systems, #1947-MSi veya PlexinA2-ECD-Fc (Abnova, Taipei, Tayvan
#H00005362-P01) ile kaplanir. Kuyucuklar aspire edilir ve spesifik olmayan baglanma
yerleri 200 pL blokaj tamponu (% 0.05 (hacim/hacim) polisorbat 20 (Tween-20) (TBS-T|
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(BioFX Labs, # WSHW-1000-01) art1% 1 (agirlik/hacim) sigir serum alblimini (BSA)
(Jackson Immuno, #001-000-162) iceren Tris tamponlu salin, pH 8.0) ilave edilerek ve 1
saat oda sicakhifinda inkiibe edilerck bloke edilir. Plakalar ii¢ kez yikama tamponuyla
(TBS-T) yikandiktan sonra, 100 pL/kuyncuk miktarinda, blokaj tamponu iginde c-Met
antikorlarmin 1:6 seri seyreltileri (100 pg/mL’den baslanarak) ilave edilir ve oda
sicaklifinda 2 saat inkiibe edilir. Plakalar 90 dakika blokaj tamponu i¢inde 100
uL/kuyucuk HRPyle konjuge keci anti beseri F(ab), 1gG (Jackson ImmunoResearch Labs
#109-036-097) ile yikanir ve inkiibe edilir. Plakalar yikandiktan sonra, 100 pL/kuyucuk
substrat ¢bzeltisi (BioFx, #TMBW-1000-01} ilave edilir ve plakalar 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilir. Reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pL/kuyucuk durdurma ¢dzeltisi
(BioFx, # LSTP-1000-01) ilave edilir. Kolorimetrik sinyaller olusur ve bir SpectraMax 190
plaka okuyucusu (Molecular Devices, Sunnyvale, CA] kullanilarak 450 nm’de okunur. ¢-
Met, RON ve PlexinA2 ECD’lere c-Met antikoru baglanmasi renk sinyali Giretimiyle

orantihdir.

Tablo 6'da gosterildigi gibi, bu bulusun hem C8 hem D11 ¢-Met antikorlar1 RON ECD
veya PlexinA2 ECD’lerle karsilastirildiginda tercihli olarak beseri c-Met ECD’ye baglanir.
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¢-Met Antikorlarinin RON ve PlexinA2 ECD’lere Kiyasla Tercihli Olarak Beseri c-Met ECD’ye
Baglanmasi

Ortalama A450 nm

Antikor

dozu C8-H241 Cé-6 C8-colb

(hgimL) ¢-Met | RON | Plexin | c-Met RON Plexin c-Met | RON | Plexin
ECD ECD A2 ECD ECD A2 ECD ECD A2
0.000 0.300 | 0.098 | 0.092 | 0.322 0.110 0.109 0.335 | 0.106 | 0.104
0.002 0.317 | 0.088 | 0.082 | 0.326 0.106 0.099 0.369 | 0.100 | 0.094
0.010 0.317 | 0.081 0.090 | 0.335 0.097 0.095 0.374 | 0.096 | 0.078
0.060 0.484 | 0.104 | 0.099 | 0.551 0.087 0.096 0.446 | 0.089 | 0.082
0.357 0.902 0.091 0.097 0.813 0.080 0.107 0.907 0.083 | 0.095
2.143 2.861 0.101 0.103 2.415 0.098 0.106 2.888 0.114 | 0.092
12.860 4.000 0.079 0.083 4.000 0.087 0.085 4.000 0.102 | 0.069
77.160 4.000 0.085 0.079 4.000 0.090 0.078 4.000 0.084 | 0.096
462.963 4.000 0.090 0.104 4.000 0.088 0.086 4.000 0.103 | 0.092
2777.778 | 4.000 |  0.085 0.092 | 4.000 0.088 0.094 4.000 | 0.095 | 0.114
16666.667 | 4.000 0.117 0.125 4.000 0.124 0.118 4.000 (.198 | 0.284
100000.000 | 4.000 | 0.267 | 0.310 | 4.000 0.170 0.171 4.000 | 0.421 | 0.983
Standart Hata

0.000 0.006 | 0.015 0.007 0.011 0.000 0.004 0.003 0.005 | 0.011
0.002 0.003 | 0.006 0.002 0.012 0.005 0.006 0.023 | 0.000 | 0.006
0.010 0.002 | 0.000 0.005 0.001 0.004 0.009 0.015 0.012 | 0.002
0.060 0.055 | 0.001 0.002 0.144 0.004 0.005 0.029 | 0.003 | 0.002
0.357 0.004 | 0.004 0.002 0.022 0.005 0.003 0.003 0.007 | 0.000
2.143 0.032 | 0.004 0.005 0.041 0.004 0.003 0.128 | 0.002 | 0.007
12.860 0.000 | 0.001 0.012 0.000 0.000 0.007 0.000 | 0.004 | 0.004
77.160 0.000 | 0.002 0.014 0.000 0.008 0.007 0.000 | 0.003 | 0.001
462.963 0.000 | 0.004 0.003 0.000 0.006 0.001 0.000 | 0.013 | 0.001
2777.778 | 0.000 | 0.004 0.002 0.000 0.004 0.001 0.000 | 0.007 | 0.000
16666.667 | 0.000 | 0.005 0.004 0.000 0.004 0.003 0.000 0.003 | 0.002
100000.000 | 0.000 | 0.008 0.012 0.000 0.002 0.003 0.000 0.011 | 0.093
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D11-8B8 D11-C27G3 D11-817Y
cmeec| 12 | "0 | oo | £eo | Az | o | eep | P2
0.297| 0.097 0.081 0.2844 0.0791 0.0771| 0.31475 0.1129 0.10795
0.299| 0.082 0.078 (.2708] 0.07065| 0.07965 0.3091| 0.09705 (.09345
0.304| 0.074] 0.078] 0.2904] 0.0715| 0.0763| 0.31405| 0.0868 0.0986
0.445| 0.094| 0.073] 0.45965| 0.0695| 0.06605| 0.37355| 0.0857 (.09455
1.314] 0.073] 0.074] 1.43965| 0.07085 0.0792] 0.78915| 0.08475 0.0924
2.416] 0.069| 0.073| 2.5266| 0.0655| 0.0742| 2.1432] 0.1085 0.08235
3.931] 0.079] 0.075 0.07835]  0.0641 0.0825 0.0768
4.000) 0.079| 0.066 4| 0.06725 0.076 4| 0.08195 0.07575
4.000| 0.071 0.077 4 0.0981 0.1045 4| 0.08185 0.0783
4.000| 0.088 0.093 4| 0.20445| 0.30325 4| 0.09255 0.0955
4,000 0.165 0.181 0.67565| 1.33475 4 0.1274 0.1491
4.000| 0.544 0.498 3.9211| 2.30295, 3.37085 4] 0.23775 0.3146
Standart Hata
0.006| 0.003 0.003 {.0087 0.0017 0.0106| 0.00515 0.0012 1.00035
0.011] 0.002] 0.002| 0.0194] 0.00595| 0.00185| 0.0228] 0.00065 0.01725
0.012| 0.002] 0.001] 0.0051] 0.0018 0.0017| 0.01195| 0.0058 0.0079
0.007| 0.017| 0.003] 0.01495| 0.0006| 0.00335| 0.00375| 0.0013 0.00035
0.092] 0.007| 0.004| 0.02935| 0.00695| 0.0017| 0.04195| 0.00075 0.0039
0.044| 0.002] 0.001| ©.2742] 0.0002] 0.0015| 0.0841] 0.0054 {.00015
0.069| 0.005| 0.002 0| 0.01505  0.0043 0]  0.0029 0.0061
0.000| 0.007| 0.000 0| 0.00275] 0.0066 0| 0.00445 {.00455
0.00¢| 0.005 0.004 0 0.0063 0.0032 0| 0.00485 0.0089
0.000| 0.003 0.005 0| 0.00975| 0.00535 0| 0.00705 0.0055
0.000) 0.007| 0.004 0| 0.03125 0.03495 0] 0.0007 0.0035
0.000] 0.016 0.006 0.0789] 0.07335| 0.14345 0] 0.00865 0.004
Ornek 5

c-Met Antikorlarn HGF/c-Met Baslanmasin1 Bloke Eder

HGF’nin c-Met’e baglanmasinin buradaki c-Met antikorlariyla inhibisyonunu belirlemek

icin in vitro baglanma tahlilleri kullamlir.
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96 kuyucuklu EIA/RIA viiksek baglanma plakalarinin (Costar, #2592) kuyucuklari gece
boyunca oda sicakhiginda Dulbecco fosfat tamponlu salin (DPBS] i¢inde 100 UL beseri ¢-
Met ECD-F¢-Flis (DIZI ID NO:72) (2 pug/mL) ile kaplanir; bir plaka yikayicisida dort kez
yikama tamponuyla (%60.05 (hacim/hacim) polisorbat 20 (TWEEN®-20) (TBS-T) (BioFX
Labs, # WSHW-1000-01] i¢eren Tris tamponlu salin, pH 8.0} yikanir; 300 pL bloka]
tamponu (TBS-T art1 %1 (agirlik/hacim) sigir serum albiimini (BSA) (Jackson Immuno,
#001-000-162) ilave edilerek; ve 60 dakika 37°C’de inkiibe edilerek bloke edilir. Daha
sonra kuyucuklardan blokaj tamponu ¢ikarilir ve her kuyucuga sirasiyla Tablo 7°de
gosterilen nihai konsantrasyonlarda blokajtamponu icinde antikorlar (50 pL) ilave edilir.
Blokaj tamponu sadece HGF igeren kontrol kuyucuklarina ilave edilir. c-Met antikorlar:
iceren plakalar 90 dakika 37°C’de inkiibe edilir. Daha sonra sadece antikor iceren kontrol
kuyucuklari1 digindaki her kuyucuga 10 ng/mL nihai konsantrasyonda blokaj tamponu
icinde 50 ML beseri hepatosit biiytime faktérii (HGF} (R&D Systems, #294) ilave edilir. ¢-
Met antikorw/HGF karigimini iceren plakalar iki saat oda sicaklhiginda bir plaka
calkalayicisi iizerinde inkiibe edilir. Daha sonra kuyucuklar bir plaka yikayici iginde TBS-
T ile dort kez yikamir. Ardindan, her kuyucuga 100 ng/mL nihai konsantrasyonunda bloka]
tamponu icinde 100 YL biyotinlenmis anti-HGF antikoru (R&D Systems, # BAF294) ilave
edilir. Plakalar 90 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilir. Kuyucuklar yeniden bir plaka
yikayict iginde TBS-T ile dért kez yikanir. Her kuyucuga blokaj tamponu i¢inde 100 gL
1:2000 streptavidin-yaban turpu peroksidaz (HRP) (R&D Systems, DY 998] seyreltisi ilave
edilir. Plakalar 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Kuyucuklar bir plaka yikayicida
dort kez TBS-T ile yikanir. Daha sonra 100 pL/kuyucuk substrat ¢cdzeltisi (BioFx,
#TMBW-1000-01) ilave edilir ve plakalar 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
Reaksiyonu durdurmak igin, 100 pL/kuyucuk durdurma cozeltisi (BioFx, # LSTP-1000-
01) ilave edilir. Numuneler bir mikroplaka okuyucusunda (Spectra, MAX 190} 450-570

nm dalga boyunda okunur ve hig zemin deger ¢ikarilmaz.

Tablo 7°de gosterildigi gibi bu bulusun hem C8 hem D11 c-Met antikorlari beseri HGF/c-
Met baglanmasini bloke etmektedir.
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Beseri HGF’nin Beseri c-Met’e Baglanmasimin C8- ve D11- Antikorlaryla

Inhibisyonu
AVG A450 nm
MmO G g sy M o s
0.00 2.43 2.43 2.43 2.43 261 2.6 2.61 2.61
(.48 2.46 2.51 2.37 2.15 241  2.56 245 2.05
1.91 2.87 2.48 2.31 1.98 249 259 246 2.18
7.63 2.70 2.41 2.27 2.08 2.88 2.64 2.53 2.20
30.52 2.41 2.32 2.38 2.07 263 242 242 2.08
122.07 2.52 1.92 1.60 1.69 244 2.00 1.77 1.30
488.28 2.53 1.30 0.94 1.29 244 133 0.73 0.70
1953.13 2.43 1.43 0.97 1.23 227 1.08 0.68 0.60
7812.50 2.50 1.24 0.91 1.12 249 0.95 070 0.57
31250.00 2.50 1.31 0.94 1.17 2.67 098 077 0.56
125000.00 2.43 1.38 0.89 1.35 3.00 132 0.69 0.38
StdHata
0.00 0.06 0.06 0.06 0.06 0.10 010 0.10 0.10
0.48 0.02 0.13 0.01 0.09 0.24 0.02 0.14 0.15
1.91 0.27 0.08 0.08 0.03 0.00 0.03 0.16 0.12
7.63 0.14 0.01 0.21 0.08 0.14 0.03 0.06 0.09
30.52 0.09 0.02 0.31 0.09 0.16 0.01 0.03 0.01
122.07 0.09 0.07 0.03 0.02 0.08 0.10 0.02 0.03
488.28 0.00 0.04 0.04 0.02 0.01 0.02 0.00 0.01
1953.13 0.13 0.16 0.02 0.05 0.00 0.01 0.01 0.01
7812.50 0.04 0.01 0.01 0.02 0.25 0.07 0.01 0.02
31250.00 0.06 0.02 0.02 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03
125000.00 0.07 0.03 0.01 0.08 0.13 047 001 0.00

Kisaltmalar: ORT = ortalama: STDHat = Standart Hata
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Ornek 6

c-Met Antikorlarn Hepatosit Biiviime Faktoriine ve Agonist Mab 5D5’e Kivasla Zawvif

c-Met Fosforilasyonuna Yol Acar

HGF ile stimiilasyon iizerine, A549 akciger karsinomu hiicre hatt1 tirozin kalintis1 1349°da
artan c-Met fosforilasyonu gosterir. HGF nin yoklugunda gesitli c-Met antikorlarinin ve
Mab 5D5’in ve bizzat HGF’nin agonistik aktivitesini 6lcmek icin bir fosforillenmis c-Met
(p-Met) ELISA tahlili kullanilir.

A549 hiicreleri (ATCC, #CCL-185) Ham F12K + 2 mM glutamin (Invitrogen, # 21127-
022} + %10 FBS ortaminda (Invitrogen, #10082) kiiltirlenir. Hiicreler yukaridaki gibi 96
kuyucuklu plakalarda tam serum ortamu iginde 6 x 10* hiicre/kuyucuk olarak ekilir ve gece
boyunca %5 (hacim/hacim] CO; altinda 37°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklardan ortam
cikarilir ve hiicreler alt1 saat 37°C’de %35 (hacim/hacim) CO; altinda 100 pL Ham F12K +
2 mM glutamin ortam1 + % 0.5 FBS i¢inde a¢ birakilir. Antikorlar veya HGF aclik kiiltiir
ortaminda seyreltilir, Tablo 8 de gosterilen nihai konsantrasyonlarda ilave edilir ve 15
dakika 37°C’de inkiibe edilir. Ortam aspire edilir ve hlicreler kuyucuk basma 50 pL liziz
tamponunda (10 mM Tris (Invitrogen, #15567-027], 150 mM NaCl, 2 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Invitrogen, #15575-038), 50 mM NaF (Sigma,
#S1504), % 1 (hacim/hacim) oktilfenoksi polietoksi etanol (TRITON®-X 100; Sigma,
#T8787), 2 mM sodyum ortovanadat (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, #567540], proteaz
inhibitorii (Sigma, St. Louis, MO; #P8340}, fosfataz inhibitdr kokteyli | (Sigma #P2850)
ve fosfataz inhibitor kokteyli Il (Sigma #P5726}) lize edilir ve hiicreler 15-20 dakika buz
lizerinde inkiibe edilir. Hiicre lizatlari, kalint1 Y 1349’da c-Met fosforilasyonunu belirlemek

icin asagida agiklanan ELISA tahlilinde kullanilir.

c-Met yakalama antikoru Bup H kaplama tamponunda (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, #28382) 2 pg/mL ye seyreltilir, ELISA plakalarina (Greiner Bio-One,
Monroe, NC, #655081) ilave edilir ve gece boyunca 4°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklar
aspire edilir, (¢ kez TBS-T (BioFX, Owings Mills, MD, WSH-1000-01) ile yikandiktan
sonra 1 saat oda sicakliginda 200 pL blokajtamponuyla (TBS-T art1 %2 (agirhik/hacim)
BSA) bloke edilir. Plakalar tic kez TBS-T ile yikamir. Daha sonra 25 PL hiicre lizati art1 75
uL blokajtamponu ilave edilir ve plakalar gece boyunca 4°C’de inkiibe edilir. Plakalar
daha sonra U¢ kez TBS-T ile yikanir. Her kuyucuga blokaj tamponu icinde 0.5 pg/mL
pY 1349 c-Met poliklonal antikoru (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, #3133} (100
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ul) ilave edilir ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra kuyucuklar ti¢ kez
TBS-T ile yikanir, Her kuyucuga blokaj tamponu i¢inde 1/10,000 oraninda seyreltilmis
peroksidazla konjuge keci anti-tavsan IgG poliklonal antikoru (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, #111-035-144] (100 ul) ilave edilir ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra plakalar {i¢ kez TBS-T ile yikanir. Her kuyucuga
100 pL 3,3',5,5-tetrametilbenzidin ¢cézeltisi (BioFX, #TMBW-1000-01), ardindan 100 pl
durdurma cézeltisi (BioFX, #LSTP-1000-01) ilave edilir. Plakalar bir SpectraMax M5
plaka okuyucusunda (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) 450 nm’de okunur ve numune

degerleri SOFTmax Pro 4.8 yazihmi (Molecular Devices) kullamilarak belirlenir.
Sonuglar Tablo 8’de gésterilmektedir.
Tablo 8

c-Met Antikorlar, HGF ve Agonist Mab 5D5’in A549 Hiicrelerinde c-Met
Fosforilasyonu Uzerindeki Etkisi

p-Met sinyal C8- p-Met sinyal C8-

Ab Kons. (pg/mL) p-Met sinyal hlgG4

H241 6
30 0.333 0.272 0.061
10 0.4138 0.334 0.077
3.333 0.450 0.328 0.068
1.113 0.465 0.365 0.087
0.370 0.340 0.211 0.082
0.123 0.304 0.127 0.067
0.041 0.130 0.125 0.268
0.014 0.078 0.105 0.074
0.005 0.074 0.070 0.074
0.002 0.070 0.081 0.117
HGF Kons. . Ab Kons. p-Met sinyal Mab
(ng/mL | p-Met sinyal (ng/mL] 5D5
300 10.615 5 3.290
100 6.129
33.33333 2.267
11.11111 1.0667
3.703704 0.461
1.234568 0.211
0.411523 0.142
0.137174 0.128
0.045725 0.100
0.015242 0.148
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Veriler HGF ve agonist c-Met Mab 5D5°in c-Met fosforilasyonunu kuvvetle stimiile
ettigini, buradaki c-Met Mab C8-H241 ve C8-6"nin ¢-Met fosforilasyonunu zayif bir
sckilde stimiile ettigini gostermektedir. HCT116, H460 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
benzer sonuclar elde edilir.

Mab D11-8B8 benzer sonuglar verir.
Ornek 7

c-Met Antikorlari HGF’nin Yol Actig1 c-Met Fosforilasyonunu inhibe eder

HGF’nin c-Met’e baglanmasi c-Met molekiillerinin tirozin fosforilasyonuyla ve c-Met
sinyal yolunun aktivasyonuyla sonuglanir. Bu 6rnekte, HGF’ye duyarli olan beseri kolon
kanseri hiicre hattt HCT116, c-Met’in tirozin kalintilar1 1230, 1234 ve 1235°te HGF nin
yol agtig1 fosforilasyonunun buradaki c-Met antikorlar1 tarafindan inhibisyonunu

degerlendirmek i¢in kullaniimaktadr.

HCT116 hicreleri (ATCC, Manassas, VA, #CCL-247) McCoy 5A ortamu (Invitrogen,
Carlshad, CA, #16600-082) art1 % 10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu (FBS} (Invitrogen,
#10082-147) iceren penisilin/streptomisin (Invitrogen, #15140-122} icinde 150,000
hiicre/mL’ye kadar yeniden siispansiyon haline getirilir. Yeniden sispansiyon haline
getirilmis HCT116 hiicreleri (0.2 mL) 30,000 hiicre/kuyucuk seviyesinde 96 kuyucuklu
mikrotitre plakalarma (Corning, Lowell, MA, #3596 ilave edilir ve sonra hiicreler 48 saat
37°C’de %5 (hacim/hacim) CO; altinda inkiibe edilir. Daha sonra kiilt{ir ortam aspire
edilir ve hiicreler 24 saat 37°C’de % 5 (hacim/hacim) CO; altinda 100 pL McCoy 5A
ortami art1 %0.1 (agirlik/hacim) BSA igeren penisilin/streptomisin iginde a¢ burakilir. 25
UL sodyum azit (nihai konsantrasyon 9% 0.01 (agirlik/hacim)) (Sigma, #52002) ilave
edildikten sonra hemen McCoy 5A ortam art1 %0.1 (agirlik/hacim) BSA iceren
penisilin/streptomisine 25 L 8X c-Met antikor seyreltileri ilave edilir ve hiicreler 30
dakika 37°C’de %5 (hacim/hacim)} CQ; altinda inkiibe edilir. Her kuyucuga 200 ng/mL
nihai konsantrasyonda 50 uL HGF ilave edilir ve kuyucuklar 15 dakika daha 37°C’de %5
(hacim/hacim) CQ; altinda inkiibe edilir. Daha sonra ortam aspire edilir ve 50 pL hiicre
liziz tamponu ilave edilir (10 mM Tris (Invitrogen, #15567-027), 150 mM NaCl, 2 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA] (Invitrogen, #15575-038), 50 mM NaF (Sigma,
#51504), %1 (hacim/hacim) oktilfenoksi polietoksi etanol (TRITON"-X100; Sigma,
#T8787), 2 mM sodyum ortovanadat (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, #567540) ve

EDTA icermeyen tam proteaz inhibitérii (Roche, Basel, Isvigre, #11836170001). Hiicreler
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liziz tamponunda oda sicakliginda 15-30 dakika inkiibe edilir. Hiicre lizatlar1 asagidaki gibi
ELISA’yla ¢-Met tirozin fosforilasyonu agisindan tahlil edilir,

¢-Met yakalama antikoru kaplama tamponunda (BioFX, Glendora, CA, COAT-1000-01) 2
ug/mL’ye seyreltilir. ELISA plakalarina (Greiner Bio-One, Monroe, NC, #655081}
kuyucuk basma 110 pL seyreltilmis antikor ilave edilir ve plakalar gece boyunca 4°C’de
inkibe edilir. Kuyucuklar aspire edilir, iki kez TBS-T ile yikanir ve sonra 1 saat 200 uL
blokajtamponuyla (TBS-T art1 % 2 (agirlik/hacim) BSA) bloke edilir. Plakalar iki kez
TBS-T ile yikanir. Daha sonra 25 pL hiicre lizati art1 75 pL blokaj tamponu veya 100 puL
MKN45 hiicre lizat1 seyreltileri (bir standart olarak, blokaj tamponuyla seyreltilmis) ilave
edilir ve plakalar 2 saat oda sicakhiginda inkiibe edilir. Daha sonra plakalar dort kez TBS-T
ile yikanir. Daha sonra her kuyucuga blokaj tamponu iginde 0.5 pg/mL
pPYpYpY1230/1234/1235 c-Met poliklonal antikoru (Invitrogen, #44-888G) (100 pl} ilave
edilir ve plakalar 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra plakalar dort kez TBS-T
ile yikanir. Daha sonra blokaj tamponu iginde 1/12,000 oraninda seyreltilmis peroksidazla
konjuge kegi anti tavsan IgG poliklonal antikoru (100 uL) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, #111-035-144) ilave edilir ve karisim 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilir, Daha sonra plakalar alt1 kez TBS-T ile yikanir. Her kuyucuga
100 pL 3,3',5,5-tetrametilbenzidin ¢ozeltisi (BioFX, #TMBW-1000-01), ardindan 100 uL
durdurma ¢ozeltisi (BioFX, #LSTP-1000-01) ilave edilir. Plakalar bir SpectraMax 190
plaka okuyucusu (Molecular Devices, Sunnyvale, CA] kullanilarak 570 nm diizeltmeyle
450 nm’de okunur. Standart eri 4 parametreli analiz kullanilarak olusturulur ve numune

degerleri SOFTmax Pro 3.1.2 yazilimi (Molecular Devices} kullanilarak belirlenir.

¢-Met tirozin fosforilasyonu inhibisyon yiizdesi ¢c-Met antikoru ilavesi olmadan (%0
inhibisyon) HGF isleminin ortalamasina ayarlanir ve %100 inhibisyon sodyum azit

isleminin (HGF veya c-Met antikoru islemi yok) ortalamasina ayarlanir.

Tablo 9°da standart hatalarla birlikte {i¢ deney igin deney basina Ug islemin ortalamasi
gdsterilmektedir. Veriler bu bulusun alt1 ¢c-Met antikorundan besinin beseri 1gG2 ve 1gG4
izotip kontrolleriyle kivaslandiginda ¢-Met’in HGF’nin yol agtigi tirozin fosforilasyonunu

dnemli 6lgiide inhibe ettigini géstermektedir.
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Tablo 9

HGF’nin Yol A¢tigi c-Met Tirozin Fosforilasyonunun C8- ve D11- Antikorlariyla inhibisyon Yiizdesi

Antikor dozlari
10 p/mL 2 ugimL 0.4 pg/mL 0.08 pg/mL 0.016 pg/mL  0.0032 pg/mL

Ab islemi izotip ort. sthata  ort. sthata ort. sthata ort. sthata ort. sthata  ort. sthata
D11-8B8 19G2 19.56 4.68 40.74 | 8.24 35.04 | 6.43 10.52 |7.41 -6.68 | 9.48 -10.37 | 6.79
D11-C27G3 | 19G2 1.25 7.55 31.78 |7.71 38.10 | 4.97 20.79 | 5.72 5.73 8.95 9.72 7.09
D11-S17Y 19G2 16.73 8.72 31.39 |6.43 15.91 [6.05 -3.24 | 10.54 | 253 |8.52 9.48 8.51
C8-H241 19G4 60.08 5.27 62.20 | 2.10 59.09 |3.05 22.09 |4.92 1468 |12.40 |-12.33 | 10.18
C8-co-16 1gG4 65.40 |3.94 |58.96 |3.37 |45.08 |3.44 |9.77 9.14 |-2.89 |10.95 |-10.72 |5.41
C8-6 19G4 14.88 10.78 | 27.94 | 3.80 16.83 | 4.36 7.79 7.68 -6.06 | 8.84 |-11.34 | 8.65
5D5 mlgGl 64.12 3.31 63.75 | 4.44 42.55 | 4.27 11.87 |7.73 -3.50 | 9.70 -6.07 5.68
hlgG2 izotip kontrol | 6.24 5.31 17.53 |5.74 9.31 6.56 |-1.58 |8.16 9.49 |6.77 -10.21 | 6.78
higG4 izotip kontrol | -1.47 |5.76 |-6.62 [9.07 |-16.07 |7.01 |-21.70 |9.09 |-7.96 |10.97 |-14.40 |7.37
migGl izotip kontrol | 5.46 6.31 9.76 | 9.27 13.43 |8.18 -10.59 [10.31 [-5.42 |10.53 |-9.76 | 8.42

ort sthata
islem yok 100.00 | 0.98
HGF 200 ng/mL 0.00 2.76

ELISA ile dl¢iildiigiinde HGF uyarimli fosfo-Met inhibisyon %’si
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Ornek 8

c-Met Antikorlarinin ¢-Met’in igsellegtirilmesine Yol Acmasi

Bu ornekte agiklanan deneylerde, buradaki c-Met antikorlarmimn hiicre yiizeyi c-Met
molekiillerine baglandigini ve c-Met’in igsellestirilmesine yol agtigim gostermek icin
floresanla aktive edilen hiicre siralama (FACS) analizi kullanihir. Kullanilan MKN45
hiicreleri yapisal olarak yiiksek seviyelerde total c-Met eksprese eder ve MET geni
amplifikasyonunun bir sonucu olarak HGF’den bagimsiz c-Met fosforilasyonu gosterir. c-
Met’in icsellestirilmesi c-Met bozunmasina yol acarak (Ornek 10 ve 19°a bakiniz), c-Met

sinyal yolunun inhibisyonuyla sonuglaniyor gibi goriinmektedir.

6 kuyucuklu doku kiiltiirii plakalarmimn (Costar, #3598 kuyucuklart 2 mL kiiltiir ortami
(RPMI-1640 (Invitrogen, #11835); % 10 (hacim/hacim) FBS (Invitrogen, #10082); 2 mM
L-glutamin (Invitrogen, #25030}; 100 U/500mL penisilin G ve 100 ug/500 mL
streptomiscin (Invitrogen, #15140}) icinde 1.5 x 10° beseri mide timdrii MKN45
hiicreleriyle (Japan Health Sciences Foundation, Health Science Research Resource Bank,
#JCRB0254) tohumlanir. Plakalar 24 saat 37°C’de %95 bagil nem ve %5 (hacim/hacim)
CO; altinda inkiibe edilir. Daha sonra antikorlar 5 pg/mL nihai konsantrasyonunda
kuyucuklara ilave edilir. Gece boyunca iglemden gegirildikten sonra kiiltiir ortanu
kuyucuklardan ¢ikarilir ve 1 mL enzimsiz hiicre ayristirma ¢dzeltisiyle (Chemicon, #5-
014-B) degistirilir. Hicreler 5 dakika oda sicakhiginda inktbe edildikten sonra santrifuj
tlipleri i¢ine toplanir ve bir kez kiiltlir ortaminda yikandiktan sonra baglama tamponunda
(%1 (agirlik/hacim) BSA ve %0.01 (agirlik/hacim) sodyum azit iceren DPBS) icinde bir
kez daha yikanir. Hiicrelerin boyanmasindan 6nce, buradaki c-Met antikorlarindan farkl
bir epitopu taniyan bir c-Met antikoru bir Alexa Fluor 488 Monoklonal Antikor Isaretleme
Seti (Molecular Probes, Eugene, OR, #A-20181) tedarikcinin talimatlarina gére
kullanilarak isaretlenir. Hiicrelere 2 pg/mL Alexa Fluor 488’le isaretlenmis antikor igeren
100 pL baglama tamponu ilave edildikten sonra 60 dakika buz tizerinde inkiibe edilir.
Daha sonra hiicreler baglama tamponuyla bir kez vikanir ve 2 pg/mL propidyum iyodiir
(6lii hiicreleri boyamak icin) iceren DPBS icinde yeniden slispansiyon haline getirilir.
Hicre ylizeyinde kalan c-Met molekiillerinin miktar1 FACS analiziyle analiz edilir ve her

numune i¢in 10,000 olay elde edilir.

Hiicre yiizeyindeki ortalama floresan yogunlugu c-Met antikorlariyla islemden sonra hiicre

ylizeyinde kalan ¢-Met molekiillerinin miktarini yansitir.
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Bir temsil edici deneyden elde edilen veriler Tablo 10'da gdsterilmektedir.

Tablo 10

C8- ve D11- Antikorlarimin FACS Analiziyle Belirlendigi Uzere c-Met’in
I¢sellestirilmesi Uzerindeki Etkisi

Ortalama
Floresans

Antikor | hlgG2 | D11- | D11- | D1l- |higG4|C8-6| C8- | C8- |miIgG | 5DS
(ug/mL) 8B8 | C27G3 | S17Y H241 | col6

5,00 [130.25| 44.66 | 51.09 | 56.35 |135.03|67.88| 57.63 | 56.16 |136.47|92.87

Veriler buradaki ¢-Met antikorlariyla islemden gegirilen hiicrelerin yiizeyindeki ortalama
floresan yogunlugunun, karsilik gelen bir 1gG izotip kontrol antikoruyla veya mlgG
antikoruyla islemden gegirilen hiicrelerdekinden daha diisiik oldugunu goésterir, bu c-Met
antikorlarmin c-Met’in igsellestirilmesine vol agtigina isaret eder. Ayrica, buradaki c-Met
antikorlartyla islemden gegirilen hiicrelerin yiizeyindeki ortalama floresan yogunlugu
kontrol agonisti c-Met antikoru 5D5’le islemden gegirilen hiicrelerdekinden daha diisiiktiir.

i¢sellestirilme %’si asagidaki gibi hesaplanabilir:

Icsellestirilme % ’si = [1-(test antikorunun ortalama floresans1 bélii izotop antikoru

kontroliiniin ortalama floresansi)]| ¢arp1 100]

Igsellestirilme verileri, buradaki antikorlarm beseri c-Met’in dimerizasyonuna yol agtigini
diistindiirmektedir. Ornek 9 ve 19°daki veriler C8- ve D11- antikorlarmin da c-Met’in

bozunmasina yol actigini ve fosforilasyonunu azalttigimi gdstermektedir.

Tamamlayici igsellestirilme sonuglar,, MKN45 ve Caki-1 hiicrelerinde floresanla

isaretlenmis murin C8 antikoru kullamlarak esodakh mikroskopiyle elde edilir.

C8§-H241, C8-6, C8-co-16 ve murin D11 antikorlar kullamlarak, sinomolgus maymunu c-
Met’i kodlayan niikleik asitle transfekte edilmis sinomolgus maymunu NIH3T3

hiicrelerinde benzer igsellestirilme sonuglari elde edilir.

C8-H241, C8-6, C8-co-16 ve optD11 antikorlari, beseri c-Met kinaz alani mutasyonu
M1149T’yi kodlayan niikleik asitle transfekte edilmis NIH3T3 hiicrelerinde de c-Met’in
i¢sellestirilmesine yol acar. C8-H241, C8-6, C8-co-16 ve murin D11 antikorlar ¢-Met
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membran yani alan mutasyonu R988Cyi iceren kiiclk hiicreli olmayan akciger kanseri

H1437 de de c-Met’in igsellesmesine yol agar,
Ornek 9

In Vitro Liganddan Bagimsiz Tiimér Hiicresi Proliferasyonunun Antikorla

Inhibisyonu

Bu tahlilde HGF ligandinin voklugunda HGF’den bagimsiz MKN45 hiicrelerinde c-Met
antikorlarinin in vitro timor hiicresi biiylimesi inhibisyonu incelenmektedir.

C-Met ve izotip kontrol antikorlar: Tablo 11°de gosterilen nihai konsantrasyonlarin 2 katina
ulagsmak i¢in kiiltiir ortarmyla (RPMI-1640 (Invitrogen, #11835), % 10 (hacim/hacim) FBS,
2 mM L-glutamin (Invitrogen, #25030), 100 U/500mL penisilin G ve 100 pg/500 mL
streptomisin (Invitrogen, #15140)) seyreltilir ve 96 kuyucuklu doku kiiltiirii plakalarinin
(PerkinEImer#1450-517) her kuyucugna 50 pL 2X antikor c6zeltileri ilave edilir. MKN45
hiicreleri (Japan Health Sciences Foundation, Health Science Research Resource Bank,
#)CRB0254) yukarida sozii edilen ortamda tutulur ve ayni ortamda 1x10° hiicre/mL’ye
yeniden siispansiyon haline getirilir. Her kuyucuga 5x10° hiicre/kuyucuga ulagsmak icin bu
MKN45 siispansiyonundann 50 pL ilave edilir. Daha sonra plakalar 48 saat 37°C’de %95
bagil nem ve %5 (hacim/hacim) CQO; altinda ilave edilir, Kiiltiiriin son alt1 saatinde,
hiicrelere *H-timidinle (MP Biomedicals, Solon, OH #24066) 1 pci/kuyucuk seviyesinde
37°C’de, %95 bagil nem, %35 (hacim/hacim) CO; altinda darbe uygulanir. Daha sonra
ortam ¢ikarilir ve hiicreler bir kez DPBS’yle yikanir. Bundan sonra her kuyucuga 200 uL
Optiphase Supermix (PerkinElmer, #1200-439) ilave edilir. Plakalar kapatilir ve en az bir
saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Hiicrelere giren *H-timidin bir dakika bir sintilasyon

sayaci kullamlarak sayilir,

Temsil edici bir deneyden elde edilen veriler Tablo 11'de gosterilmektedir.
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Tablo 11

MK N45 Hiicrelerine *H-Timidin Girisinin Cesitli C8- ve D11- Antikorlariyla inhibisyonu

AVG CPM
Antikor dozu
(ng/mL) hlgG2 D11-8B8 D11-27G3 D11-S17Y higG4 C8-col6é C8-H241 (C8-6 mlgG 5D5
20000.0 45054 11239 18407 19752 50628 11738 11425 16387 52448 35086
3333.3 49384 11441 16920 21239 54026 12956 12063 18216 53670 38195
555.6 51720 11925 15987 20936 54204 13476 13217 18334 54655 39496
92.6 47562 11094 14550 21911 54264 12419 11962 23041 52241 39607
15.4 50488 24402 28685 39695 53806 22528 23150 44771 51329 49766
2.6 48491 44741 47034 49868 54765 53465 48761 54598 55463 54967
0.4 46468 43334 43998 45304 55330 47485 46645 53389 51549 49563
0.1 44822 41578 41515 44566 53856 45725 44418 51668 47709 51883
0.0 50427 50427 44213 44213 48708 51478 51478 48708 50300 50300
STDHata

20000.0 2927 114 1265 1206 2491 262 654 282 1845 764
3333.3 2462 732 641 689 1421 388 386 314 1310 1491
555.6 2166 605 578 267 4364 281 341 1116 1192 534
92.6 1835 22 150 564 1733 352 636 475 1036 370
15.4 2144 2024 941 463 1376 207 1771 422 1281 968
2.6 2587 1914 1133 1910 1978 2164 1945 444 919 2577
0.4 2041 650 1177 2551 1501 378 2392 162 438 1943
0.1 1628 1734 1817 2402 678 1340 2442 1589 2092 3143
0.0 1203 1203 841 841 1377 886 886 1377 777 777

Kisaltmalar: ORT = ortalama: CPM = dakikada sayim; STDHata = Standart Hata
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Bu veriler bu bulusun cesitli C8- ve D11- c-Met antikorlarinin, *H-timidin girisindeki bir
azalmamn gosterdigi gibi HGF den bagimsiz MKN45 hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigini gostermektedir. Her biri yapisal olarak ¢-Met agir ekspresyonu ve fosforilasyonu
gosteren SNUS ve NUGC-4 timdér hiicrelerinde benzer sonuglar elde edilir.

Ornek 10

c-Met Antikorlarina Yamit Olarak Fosforillenmis ve Total ¢-Met’in Azalmasi ve ¢-

Met Hiicre Disi alanimin Dékiilmemesi

Bu &rnekte MKN435 hiicrelerinin bu bulusun c-Met antikorlariyla islemden gegirilmesinin,
fosforillenmis c-Met (p-Met) ve total c-Met’te azalmayla sonuglanmip sonuglanmadigi
incelenmektedir. Ayrica, bu tahlil, c-Met antikoru isleminin MKN45’le kosullandirilmis

ortam icine c-Met ECD ddkiilmesine yol agip agmadigini belirlemek icin kullanilir.

C-Met ve izotip kontrol antikorlar1 Tablo 12°de gosterilen nihai konsantrasyonlarin 2 katina
ulasmak i¢in kiltiir ortamiyla (RPMI-1640 (Invitrogen, #11835}, %10 (hacim/hacim) FBS
(Invitrogen, #10082), 2 mM L-glutamin (Invitrogen, #25030), 100 U/500mL penisilin G ve
100 pg/500 mL streptomisin (Invitrogen, #15140]} seyreltilir ve 96 kuyucuklu doku
kiiltiirii plakalarmin 5 (Costar, #3596) her kuyucugna 50 plL. 2X antikor ¢ozeltisi ilave
edilir. MKIN45 hiicreleri (Japan Health Sciences Foundation, Health Science Research
Resource Bank, #JCRB0254) yukarida belirtilen ortamda tutulur ve ayni ortamda 1x10°
hiicre/mL’ye yeniden stispansiyon haline getirilir. Her kuyucuga 5x10° hiicre-kuyucuga
ulagmak i¢in bu MKN45 yeniden slispansiyonundan 50 uL ilave edilir. Daha sonra
plakalar 24 saat 37°C’de %95 bagil nem ve %5 (hacim/hacim) CO; altinda inkiibe edilir ve
hiicre lizatlar1 Ornek 7°de aciklandig1 gibi hazirlanir. Ayrica, her islemden kosullandirilmis
ortam ¢-Met-ECD miktar tayini igin ahmir. Hiicre hizatlarindaki p-Met ve total ¢c-Met
seiyeleri ELISA ile belirlenir ve lizat proteini konsantrasyonuna (BCA ile belirlendigi

lizere, Pierce #23225) normalize edilir.

Fosforillenmis c-Met

Tirozin kalintilar1 1230, 1234 ve 235’teki c-Met fosforilasyonu Ornek 7’de agiklandig1 gibi

belirlenir.

Total c-Met ve c-Met ECD Dokiilmesi

Total c-Met ve ¢c-Met ECD ELISA’lar1 igin, bir c-Met yakalama antikoru kaplama
tamponunda (BioFX, Glendora, CA, COAT-1000-01) 2 ug/mL’ye seyreltilir. ELISA
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plakalarina (Greiner Bio-One, Monroe, NC, #655081) kuyucuk basma 110 u L seyreltilmis
antikor ilave edilir ve plakalar gece boyunca 4°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklar aspire
edilir, iki kez TBS-T ile yikanm ve sonra 1 saat oda sicakhiinda 200 pL blokaj tamponuyla
(TBS-T art1 %2 (agirhk/hacim) BSA] bloke edilir. Daha sonra plakalar iki kez TBS-T ile
yikanir. Ardindan, MKN45 hiicre lizatlari, MKN45’le kosullandirilmig ortam veya ¢-Met
hiicre dis1 alant (ECD) (DIZI ID NO:75} (bir standart olarak) ilave edilir ve plakalar 2 saat
oda sicakliginda inkiibe edilir. Plakalar daha sonra dort kez TBS-T ile yikanir. Daha sonra
her kuyucuga blokaj tamponunda seyreltilmis yakalama antikorundan farkh bir c-Met
epitopunu baglayan biyotinlenmis bir ikinci biyotinlenmis c-Met antikoru (Mab 5D5} (100
pl, 0.5 pg/mL) ilave edilir ve plakalar 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Ardindan
plakalar dért kez TBS-T ile yikanir. Blokaj tamponunda 1/12,000 oraninda seyreltilmis
peroksidazla konjuge streptavidin (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, #016-030-084) (100 uL) ilave edilir ve karisim 1 saat oda sicaklifinda inkiibe edilir.
Daha sonra plakalar alti kez TBS-T ile yikanir. Her kuyucuga 100 pL 3,3',5,5%
tetrametilbenzidin cozeltisi (BioFX, #TMBW-1000-01), ardindan 100 pL durdurma
¢Ozeltisi (BioFX, #LSTP-1000-01) ilave edilir. Plakalar bir SpectraMax 190 plaka
okuyucusu (Molecular Devices, Sunnyvale, CA] kullanilarak 570 nm diizeltmeyle 450
nm’de okunur. Standart egri 4 parametreli analiz kullanilarak olusturulur ve numune

degerleri SOFTmax Pro 3.1.2 yazilimi (Molecular Devices) kullanilarak belirlenir.

Tablo 12’de gosterildigi gibi, p-Met ve total c-Met ELISA verileri Mab C8-H241 isleminin
p-Met’i en yiiksek olarak % 77 ve c-Met’i yaklasik olarak %67 azalttigini ortaya
koymaktadir. D11-8B8 islemi p-Met’i en yiilksek olarak yaklasik %75 ve total c-Met'i % 63

azaltir.

Ornek 8’de belirtildigi gibi, bu veriler C8- ve D11- antikorlarmin c-Met bozunmasma yol

actigini ve c-Met fosforilasyonunu azalttigim gostermektedir.

Tablo 12°deki veriler ayrica C8-H241 ve D11-8B8 ¢-Met antikorlariyla islemin c-Met

ECD’de yarilma ve dékiilmeye yol agmadigimni gostermektedir.
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MKN45 Hiicre Lizatlarinda ve Kosullandirilmis Ortamda C8- ve D11- Antikorlarimin

Fosforillenmis c-Met, Total c-Met ve c-Met Hiicre Dist Alanimin Dokiilmesi

Uzerindeki Etkisi

MK N45 Fosforillenmis c-Met inhibisyon Yiizdesi

C8-H241 hlgG4 D11-8B8 hlgG2
Mab Doz
(ng/mL | ort | stdsap | ort | stdsap | ort | stdsap | ort | stdsap
10000 77.0 2.4 -2.1 10.9 74.8 3.4 14.0 7.1
1000 74.1 1.3 11.1 9.7 72.8 2.0 -4.6 10.9
100 71.7 2.5 13.4 13.3 69.1 3.7 -7.6 24.4
10 42.3 3.0 5.8 11.3 37.6 5.5 6.1 11.0
ort | stdsap
islem yok 0.0 8.0
MK N45 Total c-Met inhibisyon Yiizdesi
C8-H241 hlgG4 D11-8B8 hlgG2
ﬂ;?n?f)z ort | stdsap | ort | stdsap | ort | stdsap | ort | stdsap
10000 63.1 1.6 -23.7 4.1 63.0 7.0 14.1 0.1
1000 66.7 4.3 10.4 16.0 62.7 0.6 -2.4 22.4
100 6l.5 3.4 -3.7 14.4 62.9 2.5 7.3 9.1
10 32.3 4.9 -3.4 13.5 34.5 8.4 15.1 7.0
ort | stdsap
islem yok 0.0 25.9
MKN45’le Kosullandirilmis Ortamda ¢-Met ECD Seviyesi (ng/mL)
C8-H241 hlgG4 D11-8B8 hlgG?2
Mab Doz
(ng/mL) ort | stdsap | ort | stdsap | ort | stdsap | ort | stdsap
10000 5.1 0.5 7.4 0.7 6.2 0.2 7.0 0.1
1000 6.1 0.8 7.6 0.4 7.2 0.5 7.2 0.5
100 5.4 0.4 7.6 0.8 6.9 1.6 7.2 0.6
10 6.6 0.2 8.4 1.1 6.2 0.4 7.2 0.1
ort | stdsap
islem yok 8.3 1.0
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Ornek 11

HGF’nin Yoklugunda Caki-1. Tiimor Hiicrelerinde Antikorlarin Agonist Aktivitesi

Caki-1 renal karsinom hiicreleri HGF ye yanit olarak ¢ogalir. Caki-1 hiicrelerinde
HGF’nin yoklugunda c-Met antikorlariyla c-Met aktivasyonu bu 6rnekte bu bulusun c-Met

antikorlarimin agonist aktivitesini degerlendirmek i¢in incelenmektedir.

96 kuyucuklu doku kiiltiirii plakalarmin kuyucuklari, % 10 (hacim/hacim) FBS, 2 mM L-
glutamin (Invitrogen, #25030), 100 U/500mL penisilin G ve 100 ug/500 mL streptomisinle
(Invitrogen, #15140) takviye edilmis McCoy 5A kiltiir ortamu (Invitrogen, #16600) icinde
5,000 beseri bobrek berrak hiicreli karsinom Caki-1 hiicresiyle (ATCC, #HTB-461
tohumlanir. 24 saat kiiltiirden sonra, hiicreler 24 saat daha diisiik serum ortaminda (%0.5
(hacim/hacim] FBS) ag birakilir. Daha sonra hiicreler 24 saat 37°C’de, %95 bagil nem, %5
(hacim/hacim] CO; altinda Tablo 13’te gdsterilen nihai konsantrasyonlarda diisiik serum
ortaminda anti-C-Met ve kontrol antikorlarmin varliginda kiiltirlenir. Kiiltiiriin son alt1
saatinde, hiicrelere *H-timidinle (MP Biomedicals, Solon, OH #24066) 1 pci/kuyucuk
seviyesinde 37°C’de, %95 bagil nem, %5 (hacim/hacim) CO; altinda darbe uygulanir.
Daha sonra ortam cikarilir ve hiicreler bir kez DPBS’yle yikamr. Bundan sonra her
kuyucuga 200 pL Optiphase Supermix (PerkinEImer, #1200-439) ilave edilir. Plakalar
kapatilir ve en az bir saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Hiicrelere giren *H-timidin bir

dakika bir sintilasyon sayaci kullamlarak sayilir

Bir temsil edici deneyden elde edilen veriler Tablo 13’te gosterilmektedir.
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HGF’nin Yoklugunda Caki-1 Hiicrelerinde C8- ve D11- Antikorlarimn *H-Timidin Girisi Uzerindeki Etkisi

ORT CPM
Antikor dozu (ng/mL) higG2 D11-8B8 DI11-27G3 DI11-S17Y hlgG4 (8-col6 (CB8-H241 (8-6 mlgG 5D5
20000.0 14658 15866 16054 18616 13704 13112 12797 13194 14224 19893
3333.3 14034 15730 15765 17897 13023 13829 12702 13193 13469 19018
555.6 14048 13997 14536 16620 12393 11359 12116 13494 13200 20043
92.6 14113 13705 14718 15342 12934 11563 12142 12793 13761 15588
15.4 14473 13488 13836 14579 13271 12111 13020 13670 13638 11748
2.6 15517 14097 13325 14867 13858 13713 14407 14126 13766 12520
0.4 14341 14411 13596 14618 13412 14080 14142 14601 14357 12896
0.1 16947 15319 17690 15899 13547 15567 15530 16121 13797 14383
0.0 14992 14992 15237 15237 14622 13889 14622 13889 14531 14531
STDHata

20000.0 398 737 549 345 219 642 268 96 465 807
3333.3 358 959 538 466 84 1086 380 382 927 954
555.6 343 809 705 284 478 437 216 4 397 505
92.6 428 502 728 237 447 292 445 212 706 394
15.4 232 737 729 160 487 267 305 107 514 318
2.6 386 173 295 404 339 299 291 711 91 221
0.4 357 568 508 392 317 556 656 281 331 323
0.1 262 550 1108 326 381 601 583 536 229 145
0.0 310 310 394 394 364 554 364 554 238 238

Kisaltmalar: ORT = ortalama; CPM = dakikada say1; STDHata = Standart Hata
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Bu veriler c-Met antikorlar1 C8-H241, C8-6, C8-co-16 ve D11-8B8’in, 1gG izotip
kontrolleriyle kiyaslandiginda Caki-1 hiicrelerinde timidin-[metil-*H| alimimi énemli
oletide arttirmadigm gdstermektedir. D11-C27G3 ve D11-S17Y, 19G izotip kontrolliyle
kiyaslandiginda Caki-1 hiicrelerinde timidin-[metil-*H] aliminda diisiik, degisken, ama
istatistiksel olarak anlaml bir stimiilasyon gosterir. Kontrol ¢-Met agonist antikoru 5D5
ayni deney kosullar altinda Caki-1 hiicrelerinde buradaki c-Met antikorlarinin daha

kuvvetli timidin-[metil-*H] alimina vol agar.
Ornek 12

HGF’nin Yoklugunda Antikorlarin Birincil Beseri Hepatositlerde Agonist Aktivitesi

Buradaki c-Met antikorlarinin agonist aktivitesi ayrica HGF nin yoklugunda HGF’yle
duyarh birincil beseri hepatositlerde (PHH) degerlendirilir.

Dondurularak saklanmis, kaplanabilir PHH hiicreleri (KQG Celsis, Sikago, IL, RD#00002)
37°C’de ¢ozdiiriilir ve InVitroGRO CP ortaminda (Celsis, #299029] torpedo antibiyotik
karnisgimiyla (Celsis, #299000) 175,000 hiicre/mL’ye yeniden siispansiyon haline getirilir.
Kolajen I kapl 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarma (BD, Franklin Lakes, NJ, #354407)
35,000 hiicre/kuyucuk seviyesinde kuyucuk basmna 0.2 mL yeniden siispansiyon haline
getirilmis pHH hiicresi ilave edilir ve hiicreler 24 saat 37°C’de %5 (hacim/hacim) CO,’de
inkiibe edilir. Daha sonra kiiltiir ortamu aspire edilir ve kuyucuk basma torpedo antibiyotik
karisimi art1 %0.1 (agirhik/hacim) BSA iceren 150 uL InVitroGRO HI ortamui (Celsis,
#2Z99009], art1 torpedo antibiyotik karigimi art1 %60.1 (agirlik/hacim) BSA igeren
InVitroGRO HI Ortami i¢inde10 pg/mL ila 0.0032 pwg/mL nihai konsantrasyonunda 50 pL
¢-Met ve kontrol antikorlar1 veya 200 ng/mL nihai konsantrasyonda HGF ilave edilir.
Hicreler 48 saat 37°C'de %5 (hacim/hacim) CQO,’de ink(ibe edilir ve inkibasyonun son 6
saatinde kuyucuk basma 10 uL 0.1 mCi timidin-[metil-*H]/mL (MP Biomedicals, Solon,
OH, #24066) ilave edilir. Tahlil plakalar1 -70°C’de dondurulur, 37°C’de ¢dzdirilir ve bir
Filtermate Harvester (Perkin Elmer) kullanilarak UniFilter-96, GF/C plakalar: (Perkin
Elmer, Waltham, MA, #6005174) {izerine toplanir. UniFilter plakalari kurutulur, kuyucuk
basina 20 uL Microscint 0 sintilan (Perkin Elmer, #6013611} ilave edilir ve plakalar bir

1450 Microbeta sivi1 sintilasyon sayacinda (Perkin Elmer} sayilir.

Tablo 14 standart sapmalarla birlikte tiglii islemlerin ortalamasini géstermekte ve ii¢ tekrar

deneyini temsil etmektedir.
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Tablo 14

HGF’nin Yoklugunda Birincil Beseri Hepatositlerde *H-Timidin Girisi Uzerinde Cesitli C8- ve D11- Antikorlarinin Etkisi

Dozlar:

10 pgimL 2 pg/mL 0.4 pg/mL 0.08 pg/mL  0.016 pg/mL  0.0032 pg/mL
Ab islemi izotip ort. stsap  ofrt. stsap ort. stsap ort. stsap ort. stsap  ort. stsap
D11-8B8 19G2 1703.7 140.1 | 1427.0 120.3 | 1231.0 232.4|1122.7 188.3| 7153 25.8 | 611.0 61.5
D11-C27G3 | 1gG2 2145.7 171.0 | 1874.0 443.4| 1753.0 199.8|1283.3 131.6| 892.0 109.3|692.7 23.0
D11-S17Y | 1gG2 3155.0 594.2 1 2566.0 173.1 | 1911.0 348.3 | 1458.7 132.7| 919.7 47,5 | 7263 131.7
C8-H241 19G4 671.0 61.0 | 710.3 81.8 | 681.3 13.7 | 669.3 77.0 | 630.0 37.2 | 625.0 65.5
Cs-co-16 19G4 952.0 36.0 | 822.0 88.4 | 670.0 23.3 | 767.3 12,6 | 7157 125 | 828.7 852
C8-6 1gG4 10423 91.3 | 8923 107.0| 801.7 77.4 | 7923 484 | 769.7 109.9|736.3 43.1
5D5 mligGl 4978.0 59.9 | 4912.3 287.7 | 3763.7 292.1 [3320.7 40.1 | 1716.3 324.1| 821.7 1753
hlgG2 izotip kontrol | 650.0 39.4 | 643.7 1L.7 | 711.7 16.6 | 836.0 61.0 | 748.3 57.7 | 799.7 80.3
higG4 izotip kontrol | 647.3 77.1 | 735.0 33.8 | 7173 19.4 | 819.0 44.2 | 848.3 75.1 | 806.7 79.7
mlgGl izotip kontrol | 616.7 24.8 | 581.0 81.8 | 601.0 82.0 | 596.0 78.6 | 588.7 43.0 | 675.0 73.0

ort.  stsap
HGF 200 ng/mL | 6292.7 733.0
islem yok 615.1 83.9
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Veriler, IgG izotip kontrolleriyle karsilastirildiginda, buradaki c-Met antikorlari C8-
H241’in PHH hiicrelerine timidin-[ metil-*H] ahmim énemli Olglide arttirmadigim
géstermektedir; C8-6, C8-co-16, D11-8B8, D11-C27G3 ve D11-S17Y timidin-[metil->H]
alim i¢in diisiik, degisken, ama istatistiksel olarak anlamli bir stimiilasyon gosterir. Ancak,
buradaki c-Met antikorlarin agonist aktivitesi, 505 kontrol c-Met antikorunkinden
anlamli olarak daha diisiiktiir. Agonist antikor 5SD5, PHH proliferasyonunu, 3 pg/mL
konsantrasyonunda 5 kat artisla doza bagimli bir sekilde stimiile eder. 200 ng/mL'de, HGF
3H-timidin aliminda 5 kat artis1 stimiile eder. Mab C8-H241 10 ug/mL seviyesinde

kullanildiginda bile proliferasyona yol agmaz.

Yine HGF stimiilasyonuna yanit olarak ¢ogalan beseri renal epitelyal HK2 hiicrelerinde

benzer sonuclar elde edilir.
Ornek 13

HGF’nin Yoklugunda HepG2 Hiicrelerinde Tiibiiler Morfogenez Uzerinde

Antikorlarin Etkisi

HGF bazal membranin bilesenlerini igeren hiicre dis1 bir matris malzemesi olan
Matrigel”’de (Becton-Dickinson, #354234] iiretilen HepG2 hiicrelerinde tiibiiler
morfolojenik degisikliklere yol agar. Bu deneyde, HepG2 hiicrelerinde tiibiiler
morfolojenik degisikliklerin uyarilmasinda bu bulusun antikorlarinin HGF ye benzer

agonist aktivitesi degerlendirilmektedir,

HepG2 hiicreleri (ATCC, #HB-8065) %10 FBS ile takviye edilmis DMEM i¢inde
kiltirlenir. % 10 (hacim/hacim| FBS, 2 mM L-glutamin (Invitrogen, #25030}, 100
U/500mL penisilin G ve 100 pg/500 mL streptomisinle (Invitrogen, #15140) takviye
edilmis Opi-MEMI (Invitrogen, #31985) icinde seyreltilmis 100 uL Matrigel  ¢ozeltisi
(Matrigel™, Becton-Dickinson) 96 kuyucuklu doku kiiltiirii plakalarinin (Costar, #3596)
kuyucuklarina ekilir. Matrigelm ¢oOzeltisi katilastiktan sonra, %10 serumla takviye edilmis
50 pL kiiltiir ortamm igindeki 2000 HepG2 hiicresi ilave edilir. Daha sonra, c-Met ve
kontrol antikorlart 50 pg/mL nihai konsantrasyonda veya HGF 50 ng/mL nihai
konsantrasyonda hiicrelere ilave edilir. Hiicreler 4 giin 37°C’de %5 (hacim/hacim) CO;
iceren nemli bir atmosferde tretilir. 4 glin sonra, tstteki ortam ¢ikarihir ve PBS iginde 1

mg/mL p-Iyodonitro-tetrozolyum moruyla (50 pL) (Sigma, #18377) degistirilir ve hiicreler
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48 saat daha ayni1 kosullar altinda inkiibe edilir. Boyanmis 32 mm alanin fotograflart alinir

ve Image-Pro Plus 6 (Media Cybernetics, Inc., MD] kullamlarak analiz edilir.

50 pg/mL’deki antikorlar i¢in temsil edici bir deneyden elde edilen veriler Tablo 15'te
verilmektedir.

Tablo 15

C8- Antikorlarimin HepG2 Hiicrelerinde Tubiiler Morfogenez Uzerindeki Etkisi

Antikor HGF
higG4 C8-H241 C8-col6 | C8-6 | mlgG | 5D5
(50ug/ml (50ng/ml)

Tibiiler stimilasyon | stimilasyon |stimulasyon
1.2 1.2 | 4.9 5.4
Morfogenez yok yok yok

Agonist
aktivite

(kat
stimiilasyon)

Bu veriler HGF ve kontrol agonist antikor 5D5’in izotip kontroliine kiyasla HepG2
hiicrelerinde yaklagik olarak 5 kat tiibiiler morfolojenik degisiklige yol agtigini
gostermektedir. Buna karsilik, buradaki c-Met antikorlar1 C8-H241 ve C8-c0l6, aym
kosullar altinda HepG2 hiicrelerinde énemli tiibiiler morfolojenik degisikliklere yol agmaz,

c-Met antikoru C8-6 ise sadece diisiik bir diizeyde stimiilasyona yol acar.
Mab D11-8-B8&’le benzer sonuclar elde edilir.
Ornek 14

Antikorlarin Hiicre Motilitesi Uzerindeki Etkisi: DU145 Sacihm Tahlili ve H441

Hiicre Kazaima Tahlili

HGF ile stimiilasyon iizerine, DU145 prostat kanseri hiicreleri birbirinden ayrilir ve bir
konfluent hiicre tabakasmda yapilan bir ¢izik i¢ine H411 hiicreler: dolar. H441 hiicreleri
yiiksek bir c-Met ekspresyonu seviyesi ve bu reseptériin yapisal fosforilasyonunu gdsterir,
ama hala HGF’ye duyarlidir. Asagidaki deneylerde bu bulusun antikorlarinin bir sag¢ilim
tahlilinde ve bir kazima tahlilinde hiicre motilitesi iizerindeki agonist etkisi

degerlendirilmektedir,
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DU145 Hiicre Sacihhm Tahlili

37°C’de %5 (hacim/hacim) CO; altinda MEM ortam {Invitrogen, #11095) + %10 FBS
(Invitrogen, #10082) icinde liretilen DU145 hiicreleri (ATCC, # HTB-81) siyah ViewPlate
96 kuyucuklu plakalar (Perkin Elmer, Waltham, MA, #6005182} icinde 70 puL hacimde 2
x 10° hiicre/kuyucuk seviyesinde ekilir. c-Met ve kontrol antikorlar1 hiicre kiiltiirii
ortaminda seyreltilir ve 20 pg/mL nihai konsantrasyonda ilave edilir ve HGF 20 ng/mL
nihai konsantrasyonda ilave edilir (her biri on iki kopya olarak 30 pl hacimde) ve 48 saat
37°C’de %5 {(hacim/hacim) CO; altinda inkiibe edilir. Daha sonra ortam aspire edilir ve
hiicreler 15 dakika oda sicakliginda %2 formaldehit iginde sabitlenir. Kuyucuklar iic kez
PBS’yle yikanir ve oda sicakhiginda 30 dakika 50 pL 5 U/mL Alexa Fluor 488 faloidin
(Invitrogen, #A12379] ilave edilir. Kuyucuklar i¢ kez PBS ile yikanir ve 50 L 15 uM
propidyum iyodiir (Invitrogen, #P3566) ilave edilir. Plaka daha sonra kolonilerdeki DU145
hiicreleri yiizdesini belirlemek i¢in Jockyss yazilimi kullanilarak bir Acumen Explorer™
lazer taramasi floresan mikroplaka sitometresinde (TTP Labtech Ltd, Cambridge, MA]

okunur.
Sonuglar Tablo 16’da gdsterilmektedir.

Tablo 16

C8- ve D11- Antikorlarimin DU145 Hiicre Sagihm Uzerindeki Etkisi

Kolonilerdeki DU145 Hiicreleri Yiizdesi
C8- C8-6 | C8-co- | higG4 | D11- higG2 | 5D5 | HGF | islem
H241 16 8B8 yok
Ort. 24.13 23.29 | 23.69 24.41 | 25.57 25.67 |14.45|8.15 | 26.53
Std. 3.35 1.37 | 2.30 2.02 1.98 3.13 0.34 | 1.23 | 2.44
Sap.

Veriler agonist c-Met Mab 5D5 ve HGF nin DU 145 hiicre sagilmimi/motilitesini nemli
6lgiide stimiile ettigini, ama c-Met Mab C8-H241, C8-co-16, C8-6 veya D11-8B8&’nin

etmedigini gostermektedir,
H441 Hiicre Kazzima Tahlili

H441 Kazima tahlili i¢in, H441 hiicreleri (ATCC, # HTB-174) RPMI-1640 (Invitrogen,

#11835); %10 (hacim/hacim) FBS (Invitrogen, #10082); 2 mM L-glutamin (Invitrogen,
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#25030); 100 U{500mL penisilin G ve 100 ug/500 mL streptomisin (Invitrogen, # 15140))
iginde Uretilir ve 6 kuyucuklu doku kiltiirii plakalarmm (Costar, #3598) kuyucuklarinda
kiiltiir ortanm iginde 1x10° hiicre/2mL/kuyucuk seviyesinde tohumlanr. Plakalar 3 giin
%95 bagil nem ve %5 (hacim/hacim) CO; altinda ink(ibe edilir. Daha sonra ortam aspire
edilir ve hiicreler 16 saat diisiik serum ortaminda (RPMI ortanu iginde %0.5 (hacim/hacim)
FBS] ac birakilir. Kuyucuklarin dibindeki konfluent hiicre tabakalari, her kuyucugun
ortasinda 5 mL’lik pipet uglariyla kazinir ve yiizen hiicreler aspire edilir. Kalan hiicreler
diisiik serum ortamiyla 1 kez yikanir. Diisiik serum ortami ilave edilir ve kazimnmisg
alanlarm goriintiisii 4X objektifi olan bir aydinlhik alan mikroskopu kullamlarak alinir. Bu

acgikliklar 0 saatte A¢ikhklar olarak tanimlanir.

Test antikorlar: hiicrelere 10 pg/mL nihai konsantrasyonunda ilave edildikten sonra 16 saat
37°C’de %5 (hacim/hacim) CO; altinda inkiibe edilir. HGF 200 ng/mL nihai
konsantrasyonda test edilir. Her tedavi grubu en azindan ¢ift kuyucuklarda test edilir.
Kazinmuig alanlarm gériintiisi yine 16 saatte bir aydinlik alan mikroskopu kullanilarak

almir. Bu agiklhiklar 16 saatteki Agiklhiklar olarak tanimlanir.

¢-Met antikorlarinin veya HGF nin H441 hiicrelerinin agikliklari doldurmak igin hareketi

tizerindeki etkisi agagidaki gibi hesaplanir;

Tedavi grubu (0 saatte Aqiklik - 16 saatte A¢iklik)
Ortalama degisiklik ylizdesi = x 100
Ortalama ortam grubu (0 saatte A¢iklik - 16 saatte A¢iklik)

Sonuclar Tablo 17°de gosterilmektedir.
Tablo 17

C8- antikorlarinin H441 Kazima Tahlilindeki Etkisi

Antikor (10 pg/mL) Ort. % St. Sap.
Ortam 100 7
hlgG4 98 9

C8-H241 98 9
C8-6 102 4
migGl 98 18

Mab 5D5 244 4
HGF (200 ng/mL) 364 9

62



10

15

20

EP-17570

Veriler agonist c-Met Mab 5D5 ve HGF’nin H441 hiicrelerinin hareketini/kazimmis
alanlar1 doldurmasim stimiile ettigini géstermektedir. Aym kosullar altinda, c-Met Mab

C8-H241 ve C8-6 H411 hiicre motilitesini stimiile etmez.
Ornek 15

¢-Met Antikorlarinin HepG2 Hiicresi Yavilmasi iizerindeki etkisi

HGF ve agonist c-Met antikorlari c-Met tasiyan hiicrelerin yayilmasini stimile eder. Bu
ornek bir yayilma tahlilinde HGF’ve duvarli olan HepG?2 hiicrelerinin kullanildig: bir
hiicre yayilmasi tahlilinde buradaki c-Met antikorlarinin agonist aktivitesini

incelemektedir.

HepG2 hiicreleri (ATCC, #HB-8065) gece boyunca serumsuz MEM ortaminda
(Invitrogen, #11095) a¢ birakilir ve sonra alt bolme 10 pg/mL konsantrasyonunda 750
serumsuz ortam toplam hacminde antikorlar veya serumsuz ortamda 50 ng/mL’de HGF
icermek lizere, bir matrigel yayilma bélmesinin (BD, Franklin Lakes, NJ, #354483} (st
bdImesinin her kuyucuguna toplam 500 uL hacminde 5 x 10° hiicre ilave edilir, ardindan
kirk sekiz saat 37°C’de %5 (hacim/hacim] CO; altmda inkiibe edilir. Yayilmayan hiicreler
iist bélmeden bir pamuklu gubukla ¢ikarildiktan sonra membran %95 etanolle sabitlenir ve
%90.2 (agirlik/hacim) kristal moruyla boyanir. Yikandiktan ve kurutulduktan sonra, yayilan
hiicrelerin sayisi, boyanmig hiicrelerin bir 2.5X objektifle alinan fotograflarinin Image-Pro

Plus 6 Manual Tag (Media Cybernetics, Inc., MD) yazilim analiziyle sayilur.
Sonuclar Tablo 18’de 6zetlenmektedir.

Tablo 18

C8-, C8 ve D11 Antikorlarimin HepG?2 Hiicresi Yayilmasi Uzerindeki Etkisi

Antikor 2.5x Alan Basina Ortalama Hiicre Sayisi
Konsantrasyonu C8- HGF (50
(ugimL) hlgG4 H241 C8 | mlgGl1 | optD11 | 5D5 ngimL] Ortam
10.00 5.5 3.5 [43] 55 19.8 | 85.0| 5095 3.5
Std. Sap.
0.5 09 13| 0S5 41 1204 4.5 0.5
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Veriler agonist c-Met Mab 5D5 ve HGF'nin HepG2 yayilmasini stimiile ettigini, ama c-
Met Mab C8-H241 ve (murin] C8’in etmedigini gostermektedir. Murin ¢-Met Mab optD11
HepG2 hiicre yayilmasmi zayif bir sekilde uyarir.

Ornek 16

C8- ve D11- Antikorlar1 Caki-1 Hiicrelerini Staurosporinin Yol A¢ti51 Apoptozdan

Korumaz

HGF ve agonist ¢-Met antikorlari hiicreleri staurosporinin yol agtig1 hiicre éliimiinden
korur. Bu 6rnekte, HGF’ye duyarh Caki-1 hiicrelerinin kullanildig1 staurosporinin yol

actig1 apoptoz tahlilinde bu bulusun c-Met antikorlarinin agonist etkisi incelenmektedir.

Caki-1 hiicreleri (ATCC, #HTB-46} Ornek 11°de agiklandigi gibi iiretilir, 96 kuyucuklu
plakalarda (Costar, #3596 kiiltiir ortamu iginde 1 x 10* hiicre/kuyucuk olarak tohumlanir
ve bir saat antikorlarla (hiicre kiiltlirii ortaminda 30000 ng/mL ila 3 ng/mL araliginda
seyreltilmis) veya HGF yle (25 ng/mL ila 0.02 ng/mL araliginda seyreltilmis) 6n islemden
gecirildikten sonra, kirk sekiz saat 37°C’de 0.1 pM staurosporinle (nihai konsantrasyon)
islemden gegirilir. Ortam aspire edilir ve hiicreler 30 dakika 0.2 mL Hiicre Olimii Saptama
ELISA setinin (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, #11774425001) liziz tamponu
bileseniyle lize edilir. Bu sette 450 nm’de emilimle belirlendigi tizere sitoplazmik histonla
iliskili DNA fragmanlarinin saptanmasiyla hiicre dliimiinii 6l¢mek i¢in her lizattan 20 pL

kullanilir. 450 nm’de daha yiksek bir optik yogunluk daha fazla apoptozu gosterir.

Tablo 19°da sunulan sonuclar HGF’nin Caki-1 hiicrelerini staurosporinin yol agtigi
apoptozdan korudugunu, ama c-Met Mab C8-H241, C8-6 ve D11-8B&’in korumadigini

gostermektedir.
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Tablo 19

c-Met Antikorlarimin Caki-1 Hiicrelerinde Staurosporinin Yol Actigi Apoptoz
Uzerindeki Etkisi

Ortalama A450 nm
Antikor dozu
C8- | C8- D11-
(ng/mL) hlgG4 HGF | hlgG2 Ortam | STS*
H241 | 6 8B8
0.97 (0.02
3 0.95 0.83 | 1.09 0.95 1.02 0.24 | 0.87
ng/mL}
0.93 (0.23
30 0.98 0.84 | 1.02 0.91 | 0.91
ng/mL}
0.73 (2.25
300 0.87 0.86 | 0.97 0.95 | 0.81
ng/mL}
0.58 (22.5
3000 0.98 0.85 | 0.92 0.95 | 0.91
ng/mL)
0.45 (225
30000 0.91 0.90 | 0.96 0.94 | 0.87
ng/mL)
STDHata
3 0.03 0.02 |0.19 0.02 0.07 | 0.01 0.01 | 0.03
30 0.03 0.01 |0.14 0.06 0.00 | 0.11
300 0.10 0.03 | 0.06 0.03 0.02 | 0.02
3000 0.04 0.01 |0.12 0.01 0.06 | 0.02
30000 0.00 0.01 | 0.13 0.06 0.04 | 0.03

*STS: Staurosporin
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Ornek 17

C8- Antikorlarinin Anjivogenez Uzerindeki Etkisi

HGF ve agonist ¢-Met antikorlar anjiyogenezi stimiile eder. Bu bulusun c-Met antikorlar
ADSC/ECFC birlikte kiiltiir tiip clusumu tahlilinde bu islevsel agonist ézellik agisindan
degerlendirilir. Adipoz tiirevli kok hiicreler (ADSC) HGF eksprese eder; endotelyal koloni

olusturucu hiicreler (ECFC) HGF ile stimiilasyona yanit olarak tiipler olusturur.

ADCS (Lonza, Allendale, NJ, # PT-5006) ayrilir, bazal ortam (MCDB-131 ortam (Sigma,
St. Louis, MO #M8537)) + 30 pg/mL L-askorbik asit 2-fosfat (Sigma #A8960), 1 yM
deksametazon (Sigma #D49021, 50 pg/mL tobramisin (Sigma #T4014}, 10 pg/mL Cell
Prime r-transferrin AF (Millipore #9701) + 10 pg/mL Nucellin (Lilly beseri rekombinant
instilin}) icinde yeniden siispansiyon haline getirilir, 96 kuyucuklu plakalara 4 x 10°
hiicre/kuyucuk olarak ekilir ve gece boyunca 37°C’de ve %5 (hacim/hacim) CO; altinda
inkiibe edilir. Ortam aspire edilir ve 100 pL/kuyucuk olarak bazal ortam i¢inde 500 pg/mL
sodyum heparin (Sigma, #H3393) ilave edilir; hiicreler daha sonra 1 saat 37°C’de inkiibe
edilir. Kuyucuklar aspire edilir, bir kez 100 uL. bazal ortamla yikanir ve ECFC asagidaki
gibi ilave edilir: ECFC (EndGenitor Technologies, Inc., Indianapolis, IN #EGT-
ECFC100506) ayrilir, bazal ortamda yikanir, bazal ortamda yeniden siispansiyon haling
getirilir ve 96 kuyucuklu plakalara ADSC’nin iizerine 4 x 10° hiicre/kuyucuk olarak ilave
edilir. 4 saat 37°C’de inkiibasyondan sonra, HGF ve antikorlar hiicre kiiltiir(i ortaminda
seyreltilir ve asagidaki nihai konsantrasyonlarda ayri kuyucuklara ilave edilir: HGF:100
ng/mL; antikorlar: 10 pug/mL. HGF antikoru (R&D Systems #AB-294-NA) 10 pg/mL nihai
konsantrasyonda da ilave edilir. Hiicreler 4 glin daha 37°C’de inkibe edilir. Kuyucuklar
aspire edilir ve 100 pL/kuyucuk %1 paraformaldehit ilave edilir, ardindan 20 30 dakika
inkiibasyon uygulanir, Hiicreler (ic kez PBS-BSA (% 0.1 BSA, Invitrogen #15260-037) ile
yikanir ve 1 saat 37°C’de veya gece boyunca 4°C’de 50 pL 1 pg/mL anti beseri CD31
antikoruyla (R&D Systems, #AF806] islemden gegirilir. Hiicreler iki kez PBS-BSA ile
vikanir ve 1 saat oda sicakliginda 50 pL 4 ug/mL anti koyun IgG AlexaFluor488
konjugatiyla (Invitrogen, #A11015] islemden gegirilir. Hlcreler iki kez PBS-BSA ile
yikanir ve 100 uL Hoechst3342 bovayla boyanir ve bir Cellomics ArrayScan’da (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA| okunur. Cesitli antikorlarin ve HGF nin anjiyogenezin
stimiilasyonu iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in kullanilan total tiip alanlarim

belirlemek icin vHCS View Versiyon 1.4.6 yazilimi kullanilir.
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Sonuclar Tablo 20°de gosterilmektedir.

Tablo 20

C8- Antikorlarimin ECFC Hiicrelerinde Tiip Olusumu Uzerindeki Etkisi

Total Tip Alam
Bazal C8- HGF
hlgG4 C8-6 mlgGl 5D5 HGF
Ortam H241 Ab
125538. | 147237. 212104.
Ort. | 67753.3 | 90134.3 | 22979.7 | 65224.0 3 3 22824.3 ;
Std.
S 24221.6 | 17741.1 | 604.9 | 18275.9| 34702.4 | 18748.1 | 6586.0 | 16588.5
ap.

Sonuclar C8-H241 ve C8-6’nin ortamla veya karsilik gelen izotip kontrol antikorlariyla
kiyaslandiginda tlip olusumunu stimiile etmedigini, HGF ve agonist Mab 5D5’in ise tiip

olusumunu onemli dlglide stimille ettigini géstermektedir.
Ornek 18

Ksenogreft Modellerinde HGF’den Bagimsiz ve HGF’ye Bagimh Tiimor Hiicresi

Biiviimesinin Inhibisyonu

HGF’den bagimsiz ve HGFye bagiml timor hiicresi bilyiimesinin bu bulusun c-Met
antikorlariyla inhibisyonu, sirasiyla MKN45 hiicresi ve US7MG (beseri gliyoblastom)
hiicresi fare ksenogreft modellerinin kullamildigi in vivo tahlillerde incelenir. MKN45
hiicreleri HGF nin yoklugunda yapisal olarak yiiksek seviyelerde c-Met eksprese eder ve
C-Met fosforilasyonuna yol agar. U87MG hiicreleri otokrin bir sekilde HGF salgilar ve
HGF ye duyarlidir.

MK N45 hiicreleri (Japan Health Sciences Foundation, Health Science Research Resource,
#JCRB0254) Ornek 8°de aciklandigi gibi kiiltiir iginde blyitiiliir, tek tek hiicreler halinde
tripsinlenir, toplanir ve yeniden PBS i¢inde siispansiyon haline getirilir. PBS iginde iki
milyon MKN45 hiicresi atimik ¢iplak farelerin (Harlan, Indianapolis, IN) arka bogriine
subkiitandz yolla enjekte edilir. ¢-Met antikorlar1 ve karsilik gelen IgG2 ve 1gG4
antikorlar1 PBS, pH 7.2 iginde seyreltilir ve timdr hiicresinin yerlestirilmesinden 3 veya 7
giin sonra baslanmak tlizere 1, 5 veya 20 mg/mL seviyesinde intravendz enjeksiyonla

haftalik olarak uygulanir. Tiimér hiicresi bliyiimesinin inhibisyonu tedavi sirasinda haftada
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iki kez tlimor hacimlerinin ii¢ boyutlu kumpas dlgiimiiyle belirlenir. Viicut agirligi

toksisitenin genel bir dlclimi olarak &lgulr.

U87MG hiicreleri (ATCC, #HTB-14) 37°C’de MEM (Invitrogen, #11095] icinde iretilir,
kiltiir icinde biy(tilir, tek tek hiicreler halinde tripsinlenir, toplanir ve yeniden PBS
(Invitrogen, # 14190} icinde siispansiyon haline getirilir. Bes milyon hiicre atimik ¢iplak
farelerin (Harlan, Indianapolis, IN] arka b griine subkiitanéz yolla enjekte edilir. c-Met
antikorlar1 PBS i¢inde seyreltilir ve timdr hiicresinin yerlestirilmesinden 7 giin sonra
baslanmak tizere Tablo 22°de gosterilen dozlarda intravendz enjeksiyonla haftalik olarak
uygulanir. Kontrol IgG4 antikoru 10 mg/kg olarak uygulanir. Timor hiicresi bityiimesi
tedavi sirasinda haftada iki kez tmdr hacimlerinin {i¢ boyutlu kumpas dl¢iimiiyle belirlenir.

Viicut agirhi@i toksisitenin genel bir 8lglimi olarak élgiiliir.

MKN45 hiicresi ksenogreft modelinde dort antikorun -D11-8B8, C8-H241, C8-6 ve C8-
Co-16 - tiimére kars: etkinligi Tablo 21°de 6zetlenmektedir. “Maksimum Inhibisyon %’si”
kargilik gelen kontrol antikoruyla (%0 inhibisyon) tedaviye kiyasla tiimor biiyiimesinin

inhibisyon yiizdesini temsil eder.

5 mg/kg veya 20 mg/kg dozunda uygulandigida, dort c-Met antikorunun hepsi karsilik
gelen 1gG izotip kontrolleriyle kiyaslandiginda MKN45 tiimér hiicresi biiyiimesinde

anlaml inhibisyona yol acar.

Tablo 21

C8- ve D11- Antikerlarimin HGF’den Bagimsiz MKN45 Tiimor Biiyiimesi Uzerinde
In Vivo EtKisi

Antikor Doz seviyesi (mg/kg) Maksimum Inhibisyon%’si p degeri
D11-8B8 5 53 p<0.05
20 56 p<0.01
C8-H241 1 39 NS
5 63 p<0.01
20 51 p<0.05
C8-6 1 60 p<0.001
5 59 p<0.01
20 73 p<0.001
C8-Co-16 1 36 NS
5 60 p<0.001
20 85 p<0.001
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C8-H241 le timér hiicresi bliylimesinin doza bagimli inhibisyonu, Tablo 22°de 6zetlendigi
gibi HGF ye bagimlit U§7MG hiicresi ksenogreft modelinde de gézlemlenir, “Maksimum
Inhibisyon %’si karsilik gelen 1gG4 kontrol antikoruyla (%0 inhibisyon) kiyaslandiginda

timér bliylimesinin inhibisyon yiizdesini temsil eder.

Tablo 22

C8-H241 Antikorunun fn Vivo HGF’ye Bagimlh U87M Tiimor Biiyiimesi Uzerindeki

Etkisi
Antikor Doz seviyesi (mg/kg) Maksimum Inhibisyon %’si p degeri
C8-H241 0.1 45.2 NS
C8-H241 0.3 86.8 p<0.001
C8-H241 1 91.9 p<0.001
C8-H241 3 91 p<0.001
C8-H241 10 94.8 p<0.001

5 ve 20 mg/kg’de, C8-H241 antikoru H441 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
ksenogreft timdr bliyiimesini de sirasiyla %58 ve %60 inhibe eder. H441 hiicreleri yiksek
hir c-Met ekspresyonu ve vapisal c-Met fosforilasyon seviyesi gésterir, ama hala HGF’ye

duyarlidir.

Ornek 19

MKN45 Ksenogreft Tiimorlerinde Total ve Fosforillenmis c-Met’in Antikorla

Azalmasi

c-Met antikoru C8-H241’in MKN45 (HGF den bagimsiz) ksenogreft tiimérleri tasiyan
farelerde total c-Met ve fosforillenmis c-Met {izerindeki in vivo aktivitesi bu drnekte
incelenmektedir. Antikor uygulamasindan 24 saat sonra hem total c-Met hem

fosforillenmis c-Met'te (tirozin 1349°da) doza bagiml bir azalma gézlemlenir.

MKN45 hiicreleri Ornek 8’de agiklandig gibi biyiitiiliir, tripsinlenir ve toplanir. PBS
i¢inde iki milyon MKN45 hiicresi atipik ¢iplak farelerin (Harlan, Indianapolis, IN) arka
bogriine subkiitandz olarak enjekte edilir. c-Met antikoru C8-H241 PBS, pH 7.2 icinde
seyreltilir ve 2.5, 5, 10, 20 ve 40 mg/kg’de tiimor hiicresi verlestirildikten sekiz giin sonra

intravendz enjeksiyonla uygulanir. Kontrol antikoru hlgG4 40 mg/kg’de uygulanir.
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Tedaviden 24 saat sonra, timérler alinir, soklamayla dondurulur, gegici olarak -80°C’de
saklanir ve liziz tamponunda (5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA}, 5 mM
etilenglikol-bis(b-aminoetil)-N,N,N',N"-tetrasetik asit (EGTA], 50 mM HEPES, 20 mM
sodyum pirofosfat (ThermoFisherScientific, #5390-500], 150 mM NaCl, 20 mM NaF, %1
(hacim/hacim) oktilfenoksi polietoksi etanol (TRITON®-X 100}, tam proteaz inhibitéri,
EDTA icermeyen (Roche, Basel, Isvigre, # 1836153} fosfataz inhibitor kokteyli | (Sigma
#P2850) ve fosfataz inhibitor kokteyli Il (Sigma #P5726)) lize edilir,

Total c-Met ELISA

Total c-Met ELISA icin, bir c-Met yakalama antikoru Bup H kaplama tamponunda
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, #28382) 2 ug/mL’ye seyreltilir. ELISA
plakalarina (ThermoFisherScientific, Waltham, MA #439454) kuyucuk bagina 100 uL
seyreltilmis antikor ilave edilir ve plakalar gece boyunca 4°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklar
aspire edilir, iki kez TBS-T"yla yikanir ve sonra 1 saat oda sicaklifinda 200 uL blokaj
tamponuyla (TBS-T art1 %2 (agirhk/hacim) BSA) bloke edilir. Plakalar iki kez TBS-T’yle
yikanir. Daha sonra, timér lizatlarmin seyreltileri veya c-Met hiicre dist alan (DIZI 1D
NO:75%in 25-932. amino asitleri) ilave edilir ve plakalar gece boyunca 4°C’de inkiibe
edilir. Daha sonra plakalar ii¢ kez TBS-T"yle yikanir, Daha sonra her kuyucuga blokaj
tamponunda seyreltilmis 0.5 pg/mL biyotinlesmis Mab 5D5 (100 pL) (yakalama
antiorundan farkli bir c-Met epitopunu baglayan ikinci c-Met antikoru olarak ) ilave edilir
ve plakalar 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra plakalar ti¢ kez TBS-T yle
yikanir. Ardindan blokaj tamponu i¢inde 1/10,000 oraninda seyreltilmis peroksidazla
konjuge streptavidin (100 pL) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA,
#016-030-084 ilave edilir ve karisim 1 saat oda sicakhginda inkiibe edlir. Daha sonra
plakalar ii¢ kez TBS-T yle yikanir. Her kuyucuga 100 pL 3,3',5,5"-tetrametilbenzidin
¢Ozeltisi (BioFX, #TMBW-1000-01}, ardindan 100 pL durdurma ¢ozeltisi (BioFX,
#LSTP-1000-01] ilave edilir. Plakalar bir SpectraMax 250 plaka okuyucusu (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA) SOFTmax Pro 3.1.2 yazilimiyla (Molecular Devices)

kullanilarak 450 nm’de okunur.

Fosforillenmis ¢-Met ELISA

Fosfo-c-Met ELISA icin, bir ¢-Met yakalama antikoru Bup H kaplama tamponunda

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, #28382) 2 ug/mL’ye seyreltilir. ELISA

plakalarina (ThermoFisherScientific, Waltham, MA #439454) kuyucuk bagma 100 puL
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seyreltilmis antikor ilave edilir ve plakalar gece boyunca 4°C’de inkiibe edilir. Kuyucuklar
aspire edilir, iki kez TBS-T’yle yikanir ve sonra 1 saat oda sicakhiginda 200 pL blokaj
tamponuyla (TBS-T art1 %2 (agirhk/hacim) BSA) bloke edilir. Plakalar iki kez TBS-T’yle
yikanir. Daha sonra, MKN45 hiicre lizatlari ilave edilir ve plakalar gece boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilir. Plakalar ii¢ kez TBS-T yle yikanir. Daha sonra her kuyucuga
blokaj tamponu i¢inde seyreltilmis 0.5 pg/mL anti-pY 1349 c-Met antikoru (100 pL) (Cell
Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, #3121) ilave edilir ve plakalar 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edilir. Plakalar li¢ kez TBS-T’yle yikanir. Blokajtamponu icinde
1/10,000 oraninda seyreltilmis peroksidazla konjuge anti tavsan IgG (100 pL) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, #111-035-144] ilave edilir ve karisim 1
saat oda sicaklifinda inkiibe edilir. Daha sonra plakalar i kez TBS-T’yle yikanir. Her
kuyucuga 100 uL 3,3",5,5-tetrametilbenzidin cozeltisi (BioFX, #TMBW-1000-01),
ardmdan 100 pL durdurma ¢ozeltisi (BioFX, #LSTP-1000-01) ilave edilir. Plakalar bir
SpectraMax 250 plaka okuyucusu (Molecular Devices, Sunnyvale, CA} SOFTmax Pro

3.1.2 yazihmyla (Molecular Devices} kullanilarak 450 nm’de okunur.
Sonuglar Tablo 23’te gosterilmektedir.

Veriler MKN45 ksenogreft tlimdrlerinin 24 saat Mab C8-H241’le in vivo tedavisinin, bu
kosullar altinda total c-Met’i azami olarak yaklasik %43 ve fosforillenmis c-Met’i yaklasik

%73 oraninda azalttigini géstermektedir.
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In Vivo c-Met antikoru C8-H241’le 24 Saat Tedavinin Ardindan MKN45 Ksenogreft

Tiimérlerinde Total ve Fosforillenmis c-Met’teki Azalma

Total c-Met’teki Azalma

Inhibisyon %’si C8-H241 hlgG4
2.5 10 20 40
PBS 5 mpk 40 mpk
mpk mpk mpk mpk
ortalama
R ~ | -88.51 | -8.43 4,26 25.07 | 42.85 30.62 0.00
inhibisyon % ’si
st. sap. inhibisyon
o i 62.63 -8.43 36.84 | 26.88 17.67 35.95 41.23
%’si
Fosforillenmis c-Met’teki Azalma
Inhibisyon %’si C8-H241 hlgG4
2.5 10 20 40
PBS 5 mpk 40 mpk
mpk mpk mpk mpk
ortalama
o ) 1216 | 22.89 | 17.56 | 53.21 | 67.04 | 73.42 0.00
inhibisyon % ’si
st. sap. inhibisyon
_ 23.89 | 22.89 | 37.05 9.90 6.58 7.04 48.81
% ’si
mpk: mg/kg

Amino Asit ve Nukleotit Dizileri

Hafif Zincir Degisken Bolge Amino Asit Dizileri

D11-S17Y (DiZi iD NO:1)
EFVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIYGTSYLAS
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFGQGTKLEIK

D11-8B8 (DiZi iD NO:2)
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIYGTSYLAS
‘ GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFGQGTKLEIK
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D11-C27G3 (DiZi iD NO:3)
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIYGTSRLRS

GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFGQGTKLEIK

C8-6 (DIiZi iD NO:4)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVSSIYEHWY QQKPGKAPKLLIYSTSNLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDEATYYCIQYSGYPLTFGGGTKVEIK

C8-H241 (Dizi iD NO:5)

/ DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVSSIYLHWYQQKPGKAPKLLTYSTSNLAS
GVPSRFSGSGSGTDFTILTISSLQPEDFATYYCQVYSGYPLTFGGGTKVEIK

C8-co-16 (DIiZi iD NO:6)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVRSIYLHWYQQKPGKAPKLLIYSTSNLA
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQVYRGYPLTFGGGTKVEIK .

Hafif Zincir Degisken Bolge Niikleik Asit Dizileri

D11-S17Y (DIiZi iD NO:7)
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGTGTCAGCTCAAGCTATAAGTTCCACCAACTTACACTGGTACCAGCAGARA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCACATCCTATCTGGCTTCTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGEAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAGTGCAGTAGTTACCCGTACAGTTTCGGC
CAAGGGACCAAGTTGGAGATCARA

D11-8B8 (DIiZi iD NO:8)

GAAATTGTGT TGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCACCAACTTACACTGGTACCAGCAGARA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCACATCCTACCTGGCTTCTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACAGTTTCGGC
CAAGGGACCAAGTTGGAGATCARA

D11-C27G3 (DiZi iD NO:9)

GRAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTITTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCACCAACT TACACTGGTACCAGCAGARAA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCACATCCAGACTGAGATCTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACAGTTTCGGC
CAAGGGACCAAGTTGGAGATCARMA
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C8-6 (DizZi iD NO:10)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC

ATCACTTGCAGTGTCAGCTCAAGTGTAAGTTCCATITACTTGCACTGGTATCAGCAGAAA
CCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCA
TCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAA

CCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTATTCAGTACAGTGGTTACCCGCTCACGTTCGGC
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

C8-H241 (Dizi iD NO:11)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCAGTGTCAGCTCAAGTGTAAGTTCCATTTACT TGCACTGGTATCAGCAGARAA
CCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCfATAGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCA
TCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAA
CCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAGGTGTACAGTGGTTACCCGCTCACGTTCGGE
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

C8-co-16 (DiZi ID NO:12)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTETCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCAGTGTCAGCTCAAGCTGTACGTTCCATTTACTTGCACTGGTATCAGCAGARLA
CCAGGGAARGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCA
TCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGCGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAA
CCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAGGTGTACAGCGGTTACCCGCTCACGTTCGGC
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA

Agir Zincir Degisken Bolge Amino Asit Dizileri

D11-S17Y (DiZi iD NO:13)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYP

VTGDTYYNEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFYYW
GQGTLVTVS

D11-8B8 (DiZi ID NO:14)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYP

VTGDTYYIEKFKGRVTITADK STSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFFYWG
QGTLVTVS

D11-C27G3 (DizZi iD NO:15)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYP
VTGDTYYREPFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFYYWG
QGTLVTVS
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C8-6 (DiZi iD NO:16)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYYNHHNVRQAPGQGLE“MAGRV

NPNRGGTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARTNWLDY
WGQGTTVTVS

C8-H241 (Dizi ID NO:17)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY TFTDYYMHWVRQAPGQGLEWMGRY
NPNRRGTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANWLDY
WGQGTTVTVS

C8-co-16 (DiZi ID NO:18)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYYMHWVRQAPGQGLEWMGRY
NPYRGSTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANILDYW
GQGTTVTVS

Agir Zincir Degisken Bolge Niikleik Asit Dizileri

D11-S17Y (DIZi iD NO:19)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGC TGAGGTGAAGAAGCCTGGLTCCTCGGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACAAGTAGGTATATACACTGGGTGCGACAGGCC
CCTGGACAACGGCTTGAGTGGATGGGATGGATTTATCCTGTAACTGGTGATACTTACTAC
AACGAGAAGTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACARAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCTAC
GGAGCTTTTTACTACTGCGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCC

D11-8B8 (DiZi iD NO:20)
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGECTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCLCTCGGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACAAGTAGGTATATACACTGGGTGCGACAGGCT
CCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATTTATCCTGTAACTGGTGATACTTACTAC
ATCGAGAAGTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCTAT
GGTGCTITTTTCTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCC

D11-C27G3 (DiZi ID NO:21)
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGCCTGAGGTGAAGAAGCCTGGETCCTCGGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACAAGTAGGTATATACACTGGGTGCGACAGGCC
CCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATTTATCCTGTAACTGGTGATACTTACTAC
AGAGAGCCTTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCTAT
GGGGCTTTTTACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCC
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C8-6 (DiZi iD NO:22)
CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGTCCTGAGGTGAAGAAGCCTGGTGCCTCAGTGAAGGTC

TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACCTTTACCGACTACTACATGCACTGGGTGCGTCAGGCC
CCTGGTCAAGGTCTTGAGTGGATGCGGTCGTGTTAATCCTAACCGGGGTGGTACTACCTAC
AACCAGAAATTCGAGGGCCGTGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGCGTAGCCTGCGTTCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGTACGAAC
TGGCTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCGTCACCETCTCC

C8-H241 (DiZi ID NO:23)
CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGTGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGTGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACCTTTACCGACTACTACATGCACTGGGTGCGTCAGGCC
CCTGGTCAAGGTCTTGAGTGGATGGGTCGTGTTAATCCTAACCGGAGGGGTACTACCTAC
AACCAGAAATTCGAGGGCCGTGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGCGTAGCCTGCGTTCTGACGACACGGCCCTGTATTACTGTGCGCGTGCGAAL
TGGCTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCGTCACCGTCTCC

C8-co-16 (DiZi ID NO:24)

CAGGTTCAGCTCGTGCAGTCTGGTGC TGAGGTGAAGAAGCCTGGTGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACATTCACTGACTACTACATGCACTGGGTGCGTCAGGCC
CCTGGTCARGGTCTTGAGTGGATGGGTCGTGTTAATCCTTATCGCGGTAGTACTACCTAC
AACCAGAAATTCGAGGGCCGTGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGCGTAGCCTGCGTTCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGTGCGAAC
ATTCTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCGTCACCGTCTCC

Tam Hafif Zincir Amino Asit Dizileri

D11-S17Y kappa (DiZi ID NO:25) ,
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIY GTSYLAS
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFGQGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK VDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

D11-8B8 kappa (DIZI iD NO:26)
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIYGTSYLAS
G]PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFGQGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK VDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKEKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

D11-C27G3 kappa (DIZi ID NO:27)
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIYGTSRLRS
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFGQGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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C8-6 kappa (DiZi iD NO:28)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVSSIYLHWYQQKPGKAPKLLIYSTSNLAS

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY YCIQYSGYPLTFGGGTKVEIKRTVAAP

KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

C8-H241 kappa (DIZI iD NO:29)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVSSIYLHWY QQKPGKAPKLLIYSTSNLAS .-
‘GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQVYSGYPLTFGGGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASWCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD'{?:ffj
'SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC e

C8-co-16 kappa (DiZi ID NO:30)

‘DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVRSTYLHWYQQKPGKAPKLLIYSTSNLA -
'SGVPSRFSGSG SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQVYRGYPLTFGGGTKVEIKRTVA .
'APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ -
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC -

Tam Hafif Zincir Niikleik Asit Dizileri

D11-S17Y 1gG2 LC (DiZI ID NO:31]

_GAAATTEGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACE
CTCTCCTGCAGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCACCAACTTACACTGGTACCAGCAGARA - -
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCACATCCTACCTGGCTTCTGGCATCCCA
. GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACT TCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCARCAGTGGAGTAGTTACCCGTACAGTTTCGGC
CAAGGGACCAAGTTGGAGATCAAACGARCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG . -
CCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGARTAACTTC -
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCARTCGGGTAACTCC - -
'CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTG -
ACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACABAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG *-
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAGAGCTTCARCAGGGGAGAGTGC S

D11-8B8 19gG2 LC (Dizi iD NO:32]

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACC .
CTCTCCTGCAGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCACCAACT TACACTGGTACCAGCAGARA -
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCACATCCTACCTGGCTTCTGGCATCCCA -
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC TCACCATCAGCAGACTGGAG -
CCTGRAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACAGTTTCGGC (..
CARGGGACCAAGTTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTATCTTCATCTTCCCG -
'CCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTC -

TATCCCAGAGAGGCCAARGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTARCTCC
CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTG
ACGOTEAGCARAGOAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGLCTGCGAAGT CACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC
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D11-C27G3 19G2 LC (DiZi iD NO:33)

GAAATTGTdTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCACCAACTTACACTGGTACCAGCAGAAA
CCIGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCACATCCAGACTGAGATCTGGCATCCCA
GACAGGTTEAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC TCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACAGTTTCGGC
CAAGGGACCAAGTTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG
CCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGARTAACTTC
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC
‘CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTG
ACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCARCAGGGGAGAGTGC

C8-6 19G4 LC (DIZi ID NO:34)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACT
ATCACTTGCAGTGTCAGCTCAAGTGTAAGTTCCAT TTACT TGCACTGGTATCAGCAGARA
CCAGGGARAAGCCCCTAAGCTCCTGATC TATAGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCA
TCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAA
CCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTATTCAGTACAGTGGTTACCCGCTCACGTTCGGE
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG
CCATCTGATGAGCAGTTGAARTCTGGAACTGCCTCTGTIGTGTGCCTGCTGAATAACTTC
TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC
CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTS
ACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGRARCACARAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCARCAGGGGAGAGTGE

C8-H241 1gG4 LC (DiZi iD NO:35)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCAGTGTCAGCTCAAGTGTATCCTCCATTTACTTGCACTGGTATCAGCAGARAR .
CCAGGGAAMGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGCACATCCAACTTGGCTTC TGGAGTCCCA
TCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGCGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAA
CCTGARGATTTIGCAACTTACTACTGTCAAGTCTACAGTGGTTACCCGCTCACGTTCGGC
GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTITCCCG
CCATCTGATGAGCAGT TGARATCTGGARCTGCCTCTGTIGTGTGCCTGCTGRATARCTTC
TATCCCAGAGAGGCCARAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC
CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTG
ACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC

C8-col6 19G4 LC (DiZi iD NO:36)
GAUA''UCAGALGACCCAGLC I CCATCCTCCETGTC TGCATC TG TAGGAGACAGAGTCACT

- ATCACTTGCAGTGTCAGCTCAAGTGTACGTTICCATTTACTTGCACTGGTATCAGCAGAAA
. CCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCA
' TCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAA -

- CCTGAAGATTTIGCAACTTACTACTGTCAGGETGTACAGGGGTTACCCGCTCACGTTCGGC

. GGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAACGARCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG
- CCATCTGATGAGCAGTTGRAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTC - - -

TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC

. CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTG - ;h
'ACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACRAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAS

" GGCCTGAGCTCGCCCGTCACARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGC
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Tam Agir Zincir Amino Asit Dizileri

D11-S17Y 1gG2 (DiZi ID NO:37)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYP -
- VIGDTYYNEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFYYW .
‘GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA™ :E
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTY TCNVDHKPSNTKVDKTVER f:‘.‘-‘"_',
'KCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEN - = -
- WYVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGL -
. PAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN . -
- GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT _
QKSLSLSPG R

D11-8B8 19gG2 (DIZi iD NO:38)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGWIYP =
- VTGDTYYIEKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFEYWG
~QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL .
- TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERK . .
CCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNW .
 YVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP .
APIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG -

_ QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
" KSLSLSPG |

D11-C27G3 1gG2 (DiZi ID NO:39)

. QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYHWVRQAPGQGLEWMGWIYP

" VIGDTYYREPFKGRVTTTADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGYGAFYYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL .
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERK

_ CCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQENW

. YVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP

© APIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMIKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG -
QPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQ -
 KSLSLSPG | ' o
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C8-6 19G4 (DiZi ID NO:40)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDY YMHWVRQAPGQGLEWMGRV . -
NPNRGGTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARTNWLDY
WGQGTTVIVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVOKTVE
RKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEN -

WYVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGL

PAPIEKTISKTKGQPREPQVY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN :

GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALENHYT -
QKSLSLSPG

C8-H241 19G4 (DIZi iD NO:41)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYYMHWVRQAPGQGLEWMGRY .
NPNRRGTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANWLDY

WGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG -

ALTSGVHIFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVE

RKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFFPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFN 7 -.
WYVDGMEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSYLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGL . -

PAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPG ‘

C8-co-16 1gG4 (DIZI ID NO:42)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFIDY YMHWVRQAPGQGLEWMGRY
NPYRGSTTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARANILDYW |
GQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA |
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVER
KCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQEN
WYVDGMEVHNAKTKPREEQENSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGL
PAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN .

GQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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Tam Agir Zincir Niikleik Asit Dizileri

D11-S17Y 1gG2 HC (DIZi iD NO:43)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTC TGGGGCTGAGGTGAAGARGCCTEGETCCTCGGTGARGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACAAGTAGGTATATACACTGGGTGCGACAGGCC -
CCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATTITATCCTGTAACTGGTGATACTTACTAC
ARCGAGAAGTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCTAT
GGGGCTTTTTACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCCGCCTCCACCAAG
GGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGLE
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGARCTCAGGC
GCCCTGACCAGCGGCEGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC -
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAAC
GTAGATCACAAGCCCAGCARCACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCARAATGTTGTGTC
GAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTITCCCCCCA
AAACCCARGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCATGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCARARCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
-ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCEGTGGAGTGGGAGAGCARTGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC

TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCLG
GGT

D11-8B8 1gG2 HC (DiZi iD NO:44)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGC TGAGGTGAACAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACAAGTAGGCTATATACACTGGGTGCGACAGGCC
CCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATTTATCCTGTAACTGGTGATACTTACTAC
ATCGAGAAGTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACAAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGUTGAGCAGCCTCAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCTAT
GGTGCTTTTTTCTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCCGCCTCCACCAAG
GGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCC
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACT CAGGC
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAAC
GTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTC
GAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAACGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCATGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAARACCATCTCCARAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAARGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGLCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTLCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCG
GGT
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D11-C27G3 19G2 HC (DiZi iD NO:45)

CAGGTGCAGCTGGETGCAGTCTGGGGC TGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCACAAGTAGCTATATACACTGGGTGCGACAGGCC
CCTGGACAAGGOCTTGAGTGOATGOGATGCGATTTATCCTGTAACTGGTGATACTTACTAC
AGAGAGCCTTTCAAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACARAATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCTAL
GGAGCTTTTTACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCCGCCTCCACCAAG
GGCCCATCOGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGLC
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAAL
GTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTC
GAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
ADMRCCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCATGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC

ABRAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAMAACCAALAGGGCAGCCCCGAGAR
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATCACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGS
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCG
GGT

C8-6 19G4 HC (DiZI iD NO:46)

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGTGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGTGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACCTTTACCGACTACTACATGCACTGGGTGCGTCAGGCC
CCTGGTCAAGGTCTTGAGTGGATGGGTCGTGTTAATCCTAACCGGGGTGGTACTACCTAC
AACCAGAAATTCGAGGGCCGTGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGCGTAGCCTGCGTTCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGTACGAAC
TGGCTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCGTCACCGTCTCCTCCGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCLGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCE
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCEGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTA
GATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAACAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCA
TGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGGCLCGCCGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCA
AARCCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGARAAACCATCTCCAAAGCCAARAGGGCAGCCCCGAGAG
CCRCAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGARCCAGGTCAGCCTS
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGE
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTG
GGT

82

EP-17570



C8-H241 19G4 HC (DIiZI iD NO:47)

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGTGCTGAGGTGAAGAAGC CTGGTGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCRAGGCTTCTGGTTACACATTCACTGACTACTACATGCACTGGGTGCGTCAGGCC
CCTGGTCARGGTCTTGAGTGGATGGGTCGTGTTAATCCTAACCGGAGGGGTACTACCTAC
AACCAGAAATTCGAGGGCCGTGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGCGTAGCCTGCGTTCTGACGACACGGC CGTGTATTACTGTGCGCGTGCGAAC
TGGCTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCGTCACCGTCTCCTCCGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACT CAGGCGCC
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCLCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTA
GATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCARATATGGTCCCCCA
TGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCA

AAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAARAACCATCTCCARAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCABRAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGRAAAGCAATGGEG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTG
GGT

C8-c0l16 19G4 HC (DIiZi iD NO:48)

CAGGTTCAGCTGETGCAGTCTGGTGCTGAGGTGAAGARGCCTGGTGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACATTCACTGACTACTACATGCACTGGGTGCGTCAGGCC
CCTGGTCAAGGTCTTGAGTGGATGGGTCGTGTTAATCCTTATCGGGGTAGTACTACCTAC
AACCAGAAATTCGAGGGCCGTGTCACCATGACCACAGACACATCCACGRAGCACAGCCTAC
ATGGAGCTGCGTAGCCTGCGTTCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGCGTGCGAAC
ATTCTTGACTACTGGGGCCAGGGCACCACCGTCACCGTCTCCTCCGCCTCCACCAAGGGT
CCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGCGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGARACTCAGGLGCC
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAACGTA
GATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTCGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCCCCCA
TGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGGCCGCCGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCA
ARACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAL
GTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAMGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AARGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCARAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAATGGE
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTG
GGT

Beseri cMet-ECD-Fc-Flis (DiZi iD NO:72)

MEKAPAVLAPGILVLLFTLVORSNGECKEALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIQN
VILHEHHIFLGATNYIYVLNEEDLOKVAEYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSG
GVWKDNINMALVVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRH VFPHNHTADIQSEVHCIFS
PQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLK

ETKDGFMFLTDQSYIDVLPEFRDSYPIKYVHAFESNNFIYFLTVQRETLDAQTFHT
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RIIRFCSINSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTKKEVFNILQAAYVSKPGAQLARQI
GASLNDDILFGVFAQSKIPDSAEPMDRSAMCAFPIKYVNDFFNKIVNRKNNVRCLQ -
HFYGPNHEHCFNRTLLRNSSGCEARRDEYRTEFTTALQRVDLFMGQFSEVLLTSI
STFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVVSRSGPSTPHYNFLLDSHPVSPEVIVEHTLNQ
NGYTLVITGKKITKIPLNGLGCRHFQSCSQCLSAPPFVQCGWCHDKCVRSEECLS
GTWTQQICLPATYKVFPNSAPLEGGTRLTICGWDEG FRRNN KFDLKKTRVLLGNE
SCTLTLSESTMNTLKCTVGPAMNKHFNMSHIISNGHGTTQYSTFSYVDPVITSISPK
YGPMAGGTLLTLTGNYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSNSILECYTPAQTISTEFA
VKLKIDLANRETSIFSYREDPIVYEIHPTKSFISGGSTITGVGKNLNSVSVPRMVINY
HEAGRNFTVACQHRSNSENCCTTPSLOQLNLQLPLKTKAFFMLDGILSKYFDLIY
VHNPVFKPFEKPVMISMGNENVLEIKGNDIDPEAVKGEVLKVGNKSCENIHLHSE
AVLCTVPNDLLKLNSELNIEWKQAISSTVLGKVIVQPDQNFTLEVLFQGPDIEPKS
CDXTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQEYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK GFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGKRIDYKDDDDKHVHHHHHH

Koyu, italik yazilmis amino asitler sinyal dizisini temsil eder; koyu alt1 ¢izili amino asitler

Flis etiketini temsil eder.

Sinomolgus Maymunu cMet-ECD-Fc-Flis (DiZi ID NO:73)
MKAPAVLVPGILVLLFTLVQRSNGECKEALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETAIQN
VILHEHHIFLGATNY1YVLNEEDLQKVAEYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSG
GVWKDNINMALVVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFS
PQIEEPNQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPHHPLHSISVRRLK
ETKDGFMFLTDQSYIDVLPEFRDSYPIKYTHAFESNNFIYFLTVQRETLNAQTFHTR
[IRFCSLNSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTKKEVFNILQAAYVSKPGAQLARQL
GASLNDDILFGVFAQSKPDSAEPMDRSAMCAFPIKY VNDFFNKIVNKNNVR CLQ
HFYGPNHEHCFNRTLLRNSSGCEARRDEYRAEFTTALQRVDLEMGQESEVLLTS]
STFVKGDLTIANLGTSEGREMQVVVSRSGPSTPHVNFLLDSHPVSPEVIVEHPLNQ
NGYTLVVTGKKITKIPLNGLGCRHFQSCSQCLSAPPFVQCGWCHDKCVRSEECPS
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GTWTQQICLTAIYKVITTSAPLEGGTRLTICGWDFGFRRNNKFDLKKTRVLLGNE
SCTLTLSESTMNTLKCTVGPAMNKHFNMSHISNGHGTTQYSTFSYVDPIITSISPK
YGPMAGGTLLTLTGNYINSGNSRHISIGGKTCTLKSVSNSILECYTPAQTISTEFA
VKLKIDLANRETSIFSYREDPIVYEIHPTKSFISGGSTITGVGKNLHSVSVPRMVINY
HEAGRNFTVACQHRSNSEHNHCCTTPSLOQQLNLQLPLKTKAFFMLDGILSKYFDLIY
VHNPVFKPFERPVMISMGNENVLEIKGNDIDPEAVKGEVLKVGNKSCENIHLHSE
AVLCTVPNDLLKLNSELNIEWKQAISSTVLG KViv QPDOQNFTLEVLFQGPDIEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG KEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQEYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTIPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGKRIDYKDDDDKHYHHHHHH

Koyu, italik yazilmig amino asitler sinyal dizisini temsil eder; koyu alt1 ¢izili amino asitler

Flis etiketini temsil eder.

Sican cMet-ECD-Fc-Flis (DIZi ID NO:74)
MKAPTALAPGILLLLLTLAQORSHGECKEALVKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIHN
VVLHGHHIYLGATNYTYVLNDKDLQKVSEFKTGPVVEHPDCFPCQDCSSKANVS
GGVWKDNVNMALLVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVLPPDNAADIQSEVHC
MFSPLAEEESGQCPDCVVSALGAKVLLSEKDRFINFFVGNTINSSYPPDYSLHSISY
RRLKETQDGFKFLTDQSYIDVLPEFRDSYPIKYIHAFESNHFIYFLTVQKETLDAQT
FHTRIIRFCSVDSGLHSYMEMPLECILTEKRRKRSTREEVFNILQAAYVSKPGANL
AKQIGASPYDDILYGVFAQSKPDSAEPMNRSAVCAFPIKY VNDFFNKIVNKNNVR
CLQHFYGPNHEHCFNRTLLRNSSGCEVRSDEYRTEFTTALQRVDLFMGRLNHVL
LTSISTFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVLSRTARFTPHVNFLLDSYPVSPEVIVEHP
SNONGYTLVVTGKKITKIPLNGLGCGHFQSCSQCLSAPYFIQCGWCHNRCVHSNE
CPSGTWTQEICLPAVYKVFPTSAPLEGGTMLTICGWDFGFKEKNNKFDLRKTKVLL
GNESCTLTLSESTTNTLKCTVGPAMSEHENVSVIVSNSRETTQYSAFSYVDPVITSI
SPRYGPHAGGTLLTLTGKYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSDSILECYTPGHTVSA
EFPVKLKIDLADRVTSSFSYREDPVVSEIHPTK SFISGGSTITGIGKNLNSVSTPKLY
IEVHDVGVNYTVACQHRSSSEINCCTTPSLQQLDLOQLPLKTKAFFLLDGILSKHFDL
TYVHDPMFKPFEKPVMISMGNENVVEIKGDDIDPEAVKGEVLKVGNESCENLH

WHSEALLCTVPSDLLKLNGGELNIEWKQAVSSTVLGKVIVQPDQNFALEVLFQG

PDIEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISK AK GQPREPQEY TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDI

AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE

ALHNHYTQKSLSLSPGKRIDYKDDDDKHVHHHHHH
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Koyu, italik yazilmig amino asitler sinyal dizisini temsil eder; koyu alt1 ¢izili amino asitler
Flis etiketini temsil eder.

Beseri ¢-Met ECD (DIZi ID NO:75)
MEAPAVIAPGILVLLFTLVQRSNGECKEALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIQN
VILHEHHIFLGATNYITYVILNEEDLQKVAEYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSG -
GVWKDNINMALVVDTYYDDQLISCG SVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFS
PQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLK
ETKDGFMFLTDQSYIDVLPEFRDSYPIKYVHAFESNNFIYFLTVQRETLDAQTFHT
RIIRFCSINSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTKKEVFNILQAAYVSKPGAQLARQI
GASLNDDILFGVFAQSKPDSAEPMDRSAMCAFPIKYVNDFFNKIVNKNNVRCLQ
HFYGPNHEHCFNRTLLRNSSGCEARRDEYRTEFTTALQRVDLFMGQFSEVLLTSI
STFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVVSRSGPSTPHVNFLLDSHPVSPEVIVEHTLNQ
NGYTLVITGKKITKIPLNGLGCRHFQSCSQCLSAPPFVQCGWCHDKCVRSEECLS
GTWTQQICLPATYKVFEPNSAPLEGGTRLTICGWDFGFRRNNKFDLKKTRVLLGNE
SCTLTLSESTMNTLKCTVGPAMNKHFNMSIHISNGHGTTQYSTFSYVDPVITSISPK
YGPMAGGTLLTLTGNYLNSGNSRHISIGGKTCTLKSVSNSILECYTPAQTISTEFA
VKLKIDLANRETSIFSYREDPIVYEIHPTKSFISGGSTITGVGKNLNSVSVPRMVINY
HEAGRNFTVACQHRSNSENCCTTPSLOQQLNLQLPLKTKAFFMLDGILSKYFDLIY
VHNPVFKPFEKPVMISMGNENVLEIKGNDIDPEAVKGEVLKVGNKSCENIHLHSE
AVLCTVPNDLLKLNSELNIEWKQAISSTVLGKVIVQPDOQNFT

Koyu, italik yazilmis amino asitler sinyal dizisini temsil eder.

Flis etiketli Beseri c-Met Sema Alam (DIZi ID NO:76)

MKAPAVLAPGILVLLFTLVQRSNGECKEALAKSEMNVNMKYQLPNFTAETPIQN
VILHEHHIFLGATNYTYVLNEEDLQKVAEYKTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLSG
GVWKDNINMALVVDTYYDDQLISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQSEVHCIFS
PQIEEPSQCPDCVVSALGAKVLSSVKDRFINFFVGNTINSSYFPDHPLHSISVRRLK
ETKDGFMFLTDQSYIDVLPEFRDSYPIKYVHAFESNNIHYFLTVQRETLDAQTFHT
RIIRFCSINSGLHSYMEMPLECILTEKRKKRSTKKEVFNILQAAYVSKPGAQLARQI
GASLNDDILFGVFAQSKPDSAEPMDRSAMCAFPIKY VNDFFNKIVNKNNVRCLQ
HFYGPNHEHCFNRTLLRNSSGCEARRDEYRTEFTTALQRVDLFMGQFSEVLLTS]
STFIKGDLTIANLGTSEGRFMQVVVSRSGPSTPHVNFLLDSHPVSPEVIVEHTLNQ

NGYTLVITGKKITKIPLNGLGCRHFQSCSQCLSAPPFVQCGWCHDK CVRSEECLS
GTWTQQICLDYKDDDDKHVHHHHHH

Kovyu, italik yazilmis amino asitler sinyal dizisini temsil eder; koyu alt1 ¢izili amino asitler

Flis etiketini temsil eder.
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Beseri c-Met Hiicre Disi Alaninda C8- Antikoru Epitoplan
121VVDTYYDDQL 30 (DIZ1 ID NO:77)
131ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS, 56 (DIZI ID NO:78)
179ALGAKVLSSVKDRFINF 95 (DIZI ID NO:79]
216VRRLKETKDGFM32; (DIZI ID NO:80)

123DTYY DDy (DIZI ID NO:81]

144HVFPHNHTADIQS 56 (DIZI ID NO: 82

192FINF 155 (DIZI [D NO:83}

220KETKDGFM37 (DIZI ID NO:84)

Beseri c-Met Hiicre Dis1 Alaninda D11- Antikoru Epitoplan
5sY KTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANLss (DIiZI ID NO:85)
osCFPCQDCSSKA g5 (DIZI ID NO:86)

Konsensus CDR Dizileri

D11- Antikoru Hafif Zincir CDR2
GTSX;LX;S (DiZI ID NO:87}, burada X; Y veya R'dir; ve X; A veya R’dir;

C8-Antikoru Hafif Zincir CDR1
SVSSSVX:SIYLH (Dizi ID NO:88), burada X3 S veya R’dir;

C8- Antikoru Hafif Zincir CDR3
X4Xs5YXsGYPLT (DIZI ID NO:89), burada X4 | veya Q’dur, X5 Q veya V’dir, ve Xg S
veya R’dir;

D11-Agir Zincir Antikor CDR2

WIYPVTGDTYY X;EXsFKG (DIZi iD NO:90), burada X7 N, | veya R'dir ve X5 K veya
P dir;

D11- Antikoru Agwr Zincir CDR 3

GYGAFX,Y (DIZI ID NO:91), burada X5 Y veya F’dir;

C8- Antikoru Agir Zincir CDR 2
RVNPX1oRX 11 X1 TTYNQKFEG (DIiZI ID N0:92}, burada X1 N veya Y 'dir, X1 G veya
R'dir ve X2 G veya S’dir;
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C8- Antikoru Agir Zincir CDR3
X1sNX4LDY (DIZi D NO:93), burada X3 T veya A’dir ve X14 W veya I’dir;

Konsensus Hafif Zincir Degisken Bolge Dizileri

D11- Antikoru Hafif Zincir Degisken Bolge Konsensus Dizisi (DIZI ID NO:94)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCSVSSSISSTNLHWYQQKPGQAPRLLIY

GTSX,LX,SGIPDRFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCQQWSSYPYSFG
QGTKLEIK

burada X, Y veya R’dir ve X, A veya Rdir;

C8- Antikoru Hafif Zincir Degisken Bolge K onsensus Dizisi (DiZI ID NO:95)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSVSSSVX:SIYLHWYQQKPGKAPKLLIY
STSNLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCXXsYX.GYPLTFG

GGTKVEK

burada X3 S veya R’dir, X4 | veya Q’dur, X5 Q veya V'dir ve X5 S veya R'dir;
Konsensus Agir Zincir Degisken Bolge Dizileri

D11-Antikor Agir Zincir Degisken Bolge K onsensus Dizisi (DIZI ID NO:96)
QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTSRYIHWVRQAPGQGLEWMGW
IYPVTGDTYYX/EXFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGY
GAFXsYWGQGTLVTVS

burada X7 N, | veya R’dir, X5 K veya P'dir ve Xo Y veya F’dir;

C8- Antikor Agir Zincir Degisken Bolge K onsensus Dizisi (DizI iD NO:97)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYYMHWVRQAPGQGLEWMGR
VNPXI(,RX| X TTYNQKFEGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARX 2
NXLLDYWGQGTTVTVS

burada X 10 Y veya N'dir, X1 G veya R’dir, X1 S veya G'dir, X13 A veya T dir ve X141
veya Wdur.

Bulus simdi asagidaki numaralandirilmis maddelere referansla agiklanacaktir.
1. Bir monoklonal antikor olup,
a) beseri c-Met’in g-zinciri igindeki bir epitopu baglar,

b) hiicre ylizeyi beseri c-Met’in icsellestirilmesine yol agar.
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2. Madde 1’in monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici fragmani olup, burada
antikor veya bunun antikor baglayic1 fragmam hiicre yiizeyi begeri c-Met’in hepatosit

biiylime faktériinden bagimsiz olarak igsellestirilmesine yol agar.

3. Madde 1-2’nin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici
fragmani olup, c-Met kinaz alan1 mutasyonu M1149T ve membran yani alan1 mutasyonu
R988C’den olusan gruptan sec¢ilen bir islev mutasyonu kazanici iceren bir beseri c-Met

varyanti ihtiva eden hiicrelerde beseri c-Met’in i¢sellestirilmesine yol acar.

4. Madde 1-3"iin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici
fragmani olup, burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmani asagidakilerden

olusan gruptan secilen bir amino asit iine baglanir:
a) 121VVDTYYDDQL:3, (DIZI ID NO:77,
b} 1311ISCGSVNRGTCQRHVFPHNHTADIQS 56 (DIZI ID NO:78],
¢) 179ALGAKVLSSVKDRFINF g5 (DIZI ID NO:79] ve
d) 216VRRLKETKDGFMy;; (DIZI iD NO:80).

5. Madde 1-4’iin herhangi birinin monoklonal antikoru olup, burada antikor veya bunun
antijen baglayici fragmani asagidakilerden olusan gruptan se¢ilen bir amino asit dizisi

icinde baglanir;
a) 13DTYY DDz (DIZI ID NO:81),
b) 144HVFPHNHTADIQS 56 (DIZI ID NO: 82,
¢) 162FINF195 (DIZ] ID NO:83) ve
d) 220KETKDGFM3z; (DIZI ID NO:84).

6. Madde 1-5’in herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici
fragmam olup, burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmani, kendileri de dahil
olmak tzere 1;3DTYY DDz (DIZI ID NO:81), 144HVFPHNHTADIQS 56 (DIZI ID NO:
821, 102FINF195(DIZI ID NO:83), and »50KETKDGFM»y7 (DIZ1 1D NO:84) ile karakterize

edilen konformasyonel epitop i¢inde bir amino asit dizisini baglar.

7. Madde 1-3’iin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici

fragmani olup, burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmani kendisi de dahil
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olmak iizere saY KTGPVLEHPDCFPCQDCSSKANL, g7 (DiZi iD NO:85) amino asit dizisi

iginde baglanir.

8. Madde 1-3iin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayic
fragmam olup, burada antikor veya bunun antijen baglayic1 fragmani kendisi de dahil

olmak iizere osCFPCQDCSSK Ajgs (DIZI ID NO:86) amino asit dizisi iginde baglanr.

9. Madde 1-8’in herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici
fragmani olup, burada antikor veya bunun antijen baglayici fragmanai ii¢ hafif zincir
tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve ii¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme

bdlgesi (HCDR) icerir, burada s6zii edilen i LCDR ve sozii edilen ic HCDR

asafidakilerden olusan gruptan secilir:

a) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDR1;

GTSX,LX,S amino asit dizisini (DIZI ID NO:87) iceren LCDR2, wherein X, Y veya
R’dir ve X; A veya R’dir;

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3;

GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDR1;
WIYPVTGDTYYX;EXsFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:90) iceren HCDR2,
burada X7 N, | veya R’dir ve X K veya P'dir; ve

GYGAFXygY amino asit dizisini (DIZI ID NO:91} iceren HCDR3, burada Xq Y veya
F'dir: ve

h) SVSSSVX;3SIY LH amino asit dizisini (DIZ1 ID NO:88) iceren LCDR1, burada X3 S
veya Rdir;

STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDR2,

X4XsYXsGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:89) iceren LCDR3, burada X4 I veya
Q’dur, X5 Q veya V'dir ve X5 S veya R'dir;

GYTFTDYYMH aming asit dizisini {DIZI ID NO:65) iceren HCDR1,
RVNPXgRX11X12TTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:92) iceren HCDR?2,
burada X o N veya Y 'dir, X1 G veya R’dir ve X1, G veya S’dir; ve

X13NX,LDY (Dizi iD NO:93) amino asit dizisini iceren HCDR 3, burada X3 T veya
A’dir ve X14 W veya I'dir.

10. Madde 1, 3, 7 ve 9’un herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen
baglayict fragmani olup, burada antikor veya bunun antijen baglayic1 fragmam ii¢ hatif

zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve li¢ agir zincir tamamlayicilik belirleme
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bélgesi (HCDR) icerir, burada LCDR1 SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID
NO:49) ierir,

LCDR2 GTSX;LX;S amino asit dizisini (DIZI iID NO:87) icerir, burada X; Y veya R'dir
ve X, A veya R'dir,

LCDR3 QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) icerir,

HCDR1 GYTFTSRY IH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) icerir,

HCDR2 WIYPVTGDTY Y X;EXsFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:90] icerir, burada
X7 N, I veya R’dir ve X5 K veya P’dir ve

HCDR3 GYGAFX,sY amino asit dizisini (DIZI ID NO:91} icerir, burada X5 Y veya F’dir.

11. Madde 1-6, 8 ve 9’un herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen
baglayict fragmani olup, burada antikor veya bunun antijen baglayic1 fragmam iig¢ hatif
zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve li¢ agir zincir tamamlayicilik belirleme
bélgesi (HCDR] icerir, burada LCDR1 SVSSSVX;SIY LH amino asit dizisini (DIZI ID
NO:88) icerir, burada X3 S veya R’dir;

LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) icerir,

LCDR3 X;X5YXgGYPLT amino asit dizisini (DIZ1 ID NO:89) icerir, burada X4 | veya
Q’dur, X5 Q veya V'dir ve X5 S veya R’dir,

HCDR1 GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) icerir,

HCDR2 RVNPX1;RX 11X 12 TTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:92) icerir,
burada X,¢ N veya Y 'dir, X 11 G veya R’dir ve X1, G veya S’dir ve

HCDR3 X13NX14LDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:93) icerir, burada X13 T veya A’dir
ve X14 W veya I’dir.

12. Madde 1-11’in herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayict
fragmani olup, ti¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve ii¢ agir zincir
tamamlayicilik belirleme bdlgesi (HCDR] icerir, burada sézii edilen ti¢ LCDR ve s6zii

edilen tic HCDR asagidakilerden olusan gruptan segilir:

a) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDRI,
GTSYLAS amino asit dizisini (DiZ1 ID NO:50) iceren LCDR?2,

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3,
GYTFTSRYIH amino asit dizisini (DIZI iD NO:59) iceren HCDR1,
WIYPVTGDTYYNEKFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:60) iceren HCDR?2 ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZI ID NO:61) iceren HCDR3;
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b} SVSSSISSTNLH amino asit dizisini {DIZI iD NO:49) iceren LCDR1,
GTSYLAS amino asit dizisini (DiZI ID NO:50) iceren LCDR?2,

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3,
GYTFTSRYIH amino asit dizisini (DI1ZI iD NO:59) iceren HCDR1
WIYPVTGDTYYIEKFKG amino asit dizisini (DIZI 1D NO:62) iceren HCDR2 ve
GYGAFFY amino asit dizisini (DIZI ID NO:63) iceren HCDR3;

¢) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDRI,
GTSRLRS amino asit dizisini (DIZI ID NO:52) iceren LCDR?2,

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI 1D NO:51) iceren LCDR3,
GYTFTSRYIH amino asit dizisini (D1ZI iD NO:59) iceren HCDR1,
WIYPVTGDTYYREPFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:64) iceren HCDR2 ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZI ID NO:61) iceren HCDR3;

d) SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) iceren LCDR1,
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI iD NO:54) iceren LCDR2,

IQYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:55) iceren LCDR3,
GYTFTDYYMH amino asit dizisini {DIZ1 ID NO:65) iceren HCDR1,
RVNPNRGGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:66) iceren HCDR?2 ve
TNWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:67) iceren HCDR3;

e) SVSSSVSSIY LH amino asit dizisini (DIZ1 ID NO:53) iceren LCDRI,
STSNLAS amino asit dizisini (DIZ1 ID NO:54) iceren LCDR2,

QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:56) iceren LCDR3,
GYTFTDYYMH amino asit dizisini {DiZ1 iD NO:65) iceren HCDR1,
RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:68) iceren HCDR2 ve
ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:69) iceren HCDR3 ve

f) SVSSSVRSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:57} iceren LCDR1,
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDR2,

QVYRGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:58) iceren LCDR3,
GYTFTDYYMH amino asit dizisini {DiZ1 ID NO:65) iceren HCDR1,
RVNPYRGSTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI iD NO:70) iceren HCDR?2 ve
ANILDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:71} iceren HCDR3.

13. Madde 1-3, 7, 9, 10 ve 12’nin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen

baglayict fragmani olup, ¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (LCDR) ve iig
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agir zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (HCDR) igerir, burada sozii edilen iic LCDR

ve s0zil edilen tic HCDR asagidakilerden olusan gruptan segilir:

a) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDR1,
GTSYLAS amino asit dizisini (DiZI ID NO:50} iceren LCDR2,

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3,
GYTFTSRYIH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDRI1,
WIYPVTGDTYYNEKFKG amino asit dizisini (DiZi ID NO:60) iceren HCDR? ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DiZI iD NO:61) iceren HCDR3;

b) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZ1 ID NO:49) iceren LCDR 1,
GTSYLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:50} iceren LCDR2,

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3,
GYTFTSRYIH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDR1,
WIYPVTGDTYYIEKFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:62) iceren HCDR2 ve
GYGAFFY amino asit dizisini (DIZI iD NO:63) iceren HCDR3:

¢) SVSSSISSTNLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:49) iceren LCDR1,
GTSRLRS amino asit dizisini (DIZI ID NO:52) iceren LCDR?2,

QQWSSYPYS amino asit dizisini (DIZI ID NO:51) iceren LCDR3,
GYTFTSRYIH amino asit dizisini (DIZI ID NO:59) iceren HCDRI,
WIYPVTGDTYYREPFKG amino asit dizisini (DIZI ID NO:64) iceren HCDR?2 ve
GYGAFYY amino asit dizisini (DIZi iD NO:61) iceren HCDR3.

14. Madde 1-6, 8, 9, 11 ve 12’nin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen

baglayici fragmani olup, li¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (LCDR) ve lig
agir zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (HCDR) igerir, burada sozii edilen (¢ LCDR

ve s0zii edilen i HCDR asagidakilerden olusan gruptan segilir;

a) SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) iceren LCDR1,
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) iceren LCDR2,

IQYSGYPLT amino asit dizisini {DiZi ID NO:55) iceren LCDR3,
GYTFTDYYMH amino asit dizisini {DiZ1 ID NO:65) iceren HCDR1,
RVNPNRGGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI D NO:66) iceren HCDR2 ve
TNWLDY amino asit dizisini (DIZi ID NO:67) iceren HCDR3;
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b} SVSSSVSSIY LH amino asit dizisini {DIZi ID NO:53) iceren LCDR1,
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI iD NO:54) iceren LCDR2,

QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:56) iceren LCDR3,
GYTFTDYYMH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) iceren HCDRI,
RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:68) iceren HCDR?2 ve
ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:69) iceren HCDR3 ve

¢) SVSSSVRSIY LH amino asit dizisini (DIZI ID NO:57) iceren LCDRI,
STSNLAS amino asit dizisini (DIZI iD NO:54) iceren LCDR2,

QVYRGYPLT amino asit dizisini (DIZI 1D NO:58) iceren LCDR3,
GYTFTDYYMH amino asit dizisini {DIZI ID NO:65) iceren HCDR1,
RVNPYRGSTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:70} iceren HCDR2 ve
ANILDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:71} iceren HCDR3.

15. Madde 1-3, 8, 9, 11, 12 ve 14’0in herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun
antijen baglayici fragmani olup, ii¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi (LCDR)

ve lic agir zincir tamamlayicilik belirleme bolgesi (HCDR) igerir, burada

LCDR1 SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) icerir,

LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) icerir,

LCDR3 IQYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:55) icerir,

HCDR1 GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DIZI ID NO:65) icerir,

HCDR2 RVNPNRGGTTY NQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:66) icerir ve
HCDR3 TNWLDY amino asit dizisini (DIZi ID NO:67) icerir.

16. Madde 1-6, 9, 11, 12 ve 14’{in monocklonal antikoru veya bunun antijen baglayici
fragmam olup, Ui¢ hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi (LCDR) ve ii¢ agir zineir

tamamlayicilik belirleme bolgesi (HCDR) igerir, burada

LCDR1 SVSSSVSSIYLH amino asit dizisini (DIZI ID NO:53) icerir,

LCDR2 STSNLAS amino asit dizisini (DIZI ID NO:54) icerir,

LCDR3 QVYSGYPLT amino asit dizisini (DIZI ID NO:56] icerir,

HCDR1 GYTFTDYY MH amino asit dizisini (DiZI ID NO:65) icerir,

HCDR2 RVNPNRRGTTYNQKFEG amino asit dizisini (DIZI ID NO:68) icerir ve
HCDR3 ANWLDY amino asit dizisini (DIZI ID NO:69) icerir.
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17. Madde 1-16’nin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayict
fragmam olup, bir hafif zincir degisken bolgesi (LCVR) ve bir agir zincir degisken bdlgesi
(HCVR) icerir, burada s6zii edilen LCVR ve sozii edilen HCVR sirasiyla asagidakilerden

olusan gruptan secilen amino asit dizilerini igerir:

a) DIZI ID NO:94 ve DiZ1 ID NO:96; ve
b) DiZi iD NO:95 ve DiZi iD NO:97.

18. Madde 1-3, 7, 9, 10, 12, 13 ve 17 nin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun
antijen baglayici fragmani olup, bir hafif zincir degisken bdlgesi (LCVR) ve bir agir zincir
degisken bolgesi (HCVR) icerir, burada sézii edilen LCVR DIZI 1D NO:94’( icerir ve
sd7ii edilen HCVR DIZI ID NO:96’y1 igerir.

19. Madde 1-6, 8, 9, 11, 12 ve 14-17’nin herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun
antijen baglayici fragmani olup, bir hafif zincir degisken bélgesi (LCVR) ve bir agir zincir
degisken bolgesi (HCVR) igerir, burada sozii edilen LCVR DIZI ID NO:95’i icerir ve 56zl
edilen HCVR DIZIi ID NO:97yi igerir

20. Madde 1-19’un herhangi birinin monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayici
fragmam olup, burada s6zii edilen LCVR ve s0zii edilen HCVR asagidakilerden olusan
gruptan secilen amino asit clizilerini icerir:

a) LCVR DIZI ID NO:1'dir ve HCVR Dizi ID NO:13’tiir:
b) LCVR DiZi iD NO:2’dir ve HCVR DIZI ID NO:14tiir;
¢) LCVR DIZI ID NO:3'tiir ve HCVR DIZI ID NO:15’tir;
d] LCVR DIZI ID NO:4'tiir ve HCVR DiZzi ID NO:16°dr;
e] LCVR DIiZI ID NO:5'tir ve HCVR Dizi ID NO:17’dir: ve
f) LCVR DIzl ID NO:6°dir ve HCVR DIiZI iD NO:18dir.

21. Madde 1-3, 7, 9, 10, 12, 13, 17, 18 ve 20’nin herhangi birinin monoklonal antikoru
veya bunun antijen baglayici fragmani olup, burada sézu edilen LCVR ve sézii edilen

HCVR sirasiyla asagidakilerden olusan gruptan secilen amino asit dizilerini igerir:

a] LCVR DIzl iD NO:1'dir ve HCVR Dizi iD NO:13’tiir:
b) LCVR Dizi iD NO:2'dir ve HCVR DIZI D NO:14’tiir; ve
c) LCVR DIZI ID NO:3'tlir ve HCVR DIZI ID NO:15’tir.
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22. Madde 1-6, 8, 9, 11, 12, 14-17, 19 ve 20’nin herhangi birinin monoklonal antikoru

veya bunun antijen baglayici fragmani olup, burada sézii edilen LCVR ve s6zii edilen

HCVR agagidakilerden olusan gruptan se¢ilen amino asit dizilerini igerir:

a] LCVR DIZI ID NO:4'tir ve HCVR DIZI ID NO:16°dur;
b) LCVR DiZI ID NO:5’tir ve HCVR DIZ1 ID NO:17'dir; ve
¢] LCVR DIZI ID NO:6’dir ve HCVR Dizi iD NO:18dir.

23. Madde 1-3, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 17, 19, 20 ve 22’nin herhangi birinin monoklonal
antikoru veya bunun antijen baglayici fragmani olup, burada sézii edilen LCVR DIZI iD
NO:4’tin amino asit dizisini icerir ve szl edilen HCVR DIZI ID NO: 16’nin amino asit
dizisini icerir.
24. Madde 1-6, 9, 11, 12, 14, 16, 17, 19, 20 ve 22’nin herhangi birinin monoklonal
antikoru veya bunun antijen baglayici fragman olup, burada sézii edilen LCVR DIZI ID
NO:5’in amino asit dizisini igerir ve sézii edilen HCVR DIZI ID NO: 17’nin amino asit
dizisini icerir.
25. Madde 1-24’{in herhangi birinin monoklonal antikoru olup, burada s6zi edilen antikor
bir hafif zincir ve bir agir zincir icerir, burada hafif zincir ve agir zincir agagidakilerden
olusan gruptan secilen amino asit dizilerini igerir;

a) hafif zincir DIZI ID NO:25’tir ve agur zincir DIZI ID NO:37’dir;

b) hafif zincir DIZI ID NO:26°dir ve agur zincir DIZI ID NO:38’dir;

g) hafif zincir DizI ID NO:27’dir ve agir zincir DIZI ID NO:39’dur;

h) hafif zincir DIZI ID NO:28'dir ve agir zincir DIZI ID NO:40 tir;

i) hafif zincir DIZI ID NO:29'dur ve agir zincir DIZI ID NO:41°dir: ve

j) hafif zincir DIZI ID NO:30"dur ve agir zincir DIZI ID NO:42'dir.
26. Madde 1-3,7, 9, 10, 12, 13, 17, 18, 20, 21 ve 25’in herhangi birinin monoklonal
antikoru olup, burada sozii edilen antikor bir hafif zincir ve bir agir zincir igerir, burada
hafif zincir ve agir zincir asagidakilerden olusan gruptan se¢ilen amino asit dizilerini igerir:

a) hafif zincir DIZI ID NO:25'tir ve agur zincir DiZI ID NO:37'dir,

b hafif zincir DIZI ID NO:26°dir ve agir zincir DIZI ID NO:38’dir ve

d) hafif zincir DIZI 1D NO:27dir ve agir zincir DIZI iD NO:39dur.
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27. Madde 1-6, 8, 9, 11, 12, 14-17, 19, 20 ve 22-25’in herhangi birinin monoklonal
antikoru olup, burada s6zii edilen antikor bir hafif zincir ve bir agir zincir igerir, burada
hafif zincir ve agir zincir asagidakilerden olusan gruptan segilen amino asit dizilerini igerir:

a) hafif zincir DIZI ID NO:28’dir ve agir zincir DIZI ID NO:40’tir;

b} hafif zincir DIZI ID NO:29’dur ve agir zincir DIZI ID NO:41 dir; ve

¢) hafif zincir DIZI ID NO:30"dur ve agir zincir DIZI ID NO:42"dir.
28. Madde 1-3, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 22, 23, 25 ve 27 nin herhangi birinin
monoklonal antikoru olup, burada s6zii edilen hafif zincir DIZI ID NQ:28’in amino asit
dizisini igerir ve sbzii edilen agir zincir DIZI D NO:40"mn amino asit dizisini icerir.
29. Madde 1-6, 9, 11, 12, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 24, 25 ve 27 nin herhangi birinin
monoklonal antikoru olup, burada sézii edilen hafif zincir DIZI ID NO:29’un amino asit
dizisini igerir ve sozii edilen agir zincir DIZI ID NO:41’in amino asit dizisini icerir.
30. Madde 1-3, 8, 9, 11, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 27 ve 28’in herhangi birinin
monoklonal antikoru olup, burada antikor iki hafif zincir ve iki agir zincir igerir, burada her
hafif zincir DIZi ID NO:28’in amino asit dizisini igerir ve her agir zincir DIZI 1D

NO:40’mn amino asit dizisini igerir.

31. Madde 1-6, 9, 11, 12, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 24, 25, 27 ve 29’un herhangi birinin
monoklonal antikoru olup, burada antikor iki hafif zincir ve iki agir zincir igerir, burada her
hafif zincir DIZI ID NO:29’un amino asit dizisini icerir ve her agir zincir DIZI ID
NO:41’in amino asit dizisini icerir.

32. Madde 1-31’in herhangi birinin c-Met monoklonal antikoruyla veya bunun antijen
baglayici fragmaniyla rekabet eden bir monoklonal antikor veya bunun antijen baglayici

fragmani,

33. Madde 1-32°nin herhangi birinin c-Met monoklonal antikoruyla veya bunun antijen
baglayict fragmaniyla ayni c-Met epitopuna baglanan bir monoklonal antikor veya bunun

antijen baglayici fragmani

34, Madde 1-33’{in herhangi birinin monoklonal antikorunu veya bunun antijen baglayici
fragmanini ve farmasoétik olarak kabul edilebilir bir tasiyici, seyreltici veya eksipiyan

iceren bir farmasotik bilesim.

35. Tedavide kullamim i¢in madde 1-34’(n herhangi birinin bir monoklonal antikoru veya

bunun antijen baglayici1 fragmani.
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36. Bir insanda bir kanserin tedavisinde kullanim i¢in madde 1-357in herhangi birinin bir

monoklonal antikoru veya bunun antijen baglayic1 fragmani,
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<210> 1

<211> 108

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<4005 1
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser
1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

Asn Leu His Trp Tyr Gln Gln

Ile Tyr Gly Thr Ser Tyr Leu
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85

Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr
100

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Gly

Val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

99

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Lys

Leu

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro
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<210> 2

<211> 108
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 2

Glu Ile
1

Glu Arg

Agn Leu

Ile Tyr

50

Gly Ser

Pro Glu

Tyr Ser

<210> 3

val

Ala

His

35

Gly

Gly

Asp

Phe

<2115 108
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220»

Leu

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

Gln

Ser

Gln

Tyr

Thr

Val

Gly

<223> Sentetik Olusum

Ser

Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Gly

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

100

Ser

Ser

Ala

Pro

&0

Ile

Trp

Lys

Leu

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
85

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
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<400> 3

Glu Ile Val

1

Glu Arg Ala

Asn Leu His

Ile Tyr Gly

Gly Ser Gly

€5

Pro Glu Asp

Tyr

35

50

Ser Phe

<210> 4

<211> 108
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

Leu

Thr

20

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gln

Gln

Ser

Gln

Arg

Thr

70

val

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

AsSp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

40

Arg

Phe

Tyr

Lys

Gly

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
105

Thr Leu Ser
10

Ser Ser Ser

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro
60

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Trp

90

Glu Ile Lys

101

Leu

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

EP-17570
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<400> 4
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Val Ser Ser Ser Val Ser Ser Ile
20 25 30

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Fro Lys Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Ile Gln Tyr Ser Gly Tyr Pro

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 5

<211> 108

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 5
Asp Ile GIln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser lLeu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Val Ser Ser Ser Val Ser Ser Ile
20 25 30

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu

102

EP-17570
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Ile

Gly

65

Pro

Leu

<210> 6

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

35

Ser

Thr

Ser

Gly Ser Gly

Asp

Phe

Ala
85

Phe Gly Gly

<211> 108
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 6

Asp

1

Asp

TYyr

Ile

Gly

Fro

Leu

<210> 7

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Gln

val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

<211> 324
<212> DNA
<213> Yapay Dizi

100

Met

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

40

Asn Leu Ala

55

Thr Asp Phe

70

Thr Tyr Tyr

Gly Thr Lys

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

ASP

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Fhe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Cys

val
105

Ser

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
105

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

45

EP-17570

Val Pro Ser Arg Phe Ser

Thr
75

60

Ile

Ser Ser Leu Gln

80

Val Tyr Ser Gly Tyr Pro

Ile

Leu

Ser

Lys

val

Thr

75

Val

Ile

103

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys

Ala

vVal

Pro

45

Ser

Ser

Arg

Ser

Arg

30

Lys

Arg

Ser

Gly

95

val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro



10

15

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 7

gaaattgtgt
ctetectgea
cctggocagg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacca

<210> 8
<211» 324

tgacgcagtec
gtgtcagete
cteccagget
gtggcagtgy
ttgcagtgta

agttggagat

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 8

gaaattgtgt
ctetceotgea
cetggecagyg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacca

<210> 9
<211> 324

tgacgcagtc
gtgtcagcte
cteccagget
gtggcagtgyg
ttgecagtgta

agttggagat

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

tccaggcace
aagtataagt
ccteatctat
gteotgggaca
ttactgtcaa

caaa

tccaggecacc
aagtataagt
catcatetat
gtctgggaca
ttactgtcecaa

caaa

ctgtctttgt
tcecaccaact
ggcacatect
gacttcacte

cagtggagta

ctgtctttgt
tceacecaact
ggcacatcct
gacttcactc

cagtggagta

104

ctccagggga
tacactggta
atctggectte
tcaccatcag

gttaccegta

ctccagggga
tacactggta
acctggette
tcaccatcag

gttaccegta

aagagccacc
ccagcagaaa
tggeatecca
cagactggag

cagtttegge

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccea
cagactggag

cagtttegge

EP-17570
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15

<400> 9

gaaattgtgt
ctctoctgea
cctggccagg
gacaggttca
cetgaagatt

caagggaccea

<210> 10
<211> 324

tgacgecagtc
gtgtcagecte
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

agttggagat

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 10

gacatccaga
atcacttgea
ccagggaaag
tcaaggttca
cctgaagatt

ggagggacca

<210> 11
<211> 324

tgacccagtc
gtgtcagete
cccetaaget
gtggcagtgy
ttgecaactta

aggtggagat

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 11

gacatccaga
atcacttgeca
ccagggaaag
tcaaggttea
cctgaagatt

ggagggacca

tgacccagte
gtgtcagctc
ceccctaaget
gtggcagtgg
ttgcaactta

aggtggagat

tccaggcace
aagtataagt
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcaa

caaa

tccatcctce
aagtgtaagt
cctgatetat
atctgggaca
ctactgtatt

caaa

teccatectee
aagtgtaagt
cctgatctat
atctgggaca
ctactgtcag

caaa

ctgtotttgt
tccaccaact
ggcacatcca
gacttcacte

cagtggagta

ctgtctgecat
tceatttact
agecacatcca
gatttcacte

cagtacagtg

ctgtctgecat
tccatttact
agcacatcca
gatttecactc

gtgtacagtg

105

ctoccagggga
tacactggta
gactgagatc
tcaccatcag

gttaccegta

ctgtaggaga
tgcactggta
acttggette
tcaccatcag

gttacceget

ctgtaggaga
tgcactggta
acttggctte
tcaccatecag

gttacecegct

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

cagtttegge

cagagtcacc
tecagcagaaa
tggagtecea
cagtctgcaa

cacgttegge

cagagtcacc
tcagcagaaa
tggagtcecca
cagteotgeaa

cacgttegge
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<210 12
<211y 324

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<4005 12

gacatccaga
atcacttgeca
ccagggaaaqg
tcaaggttca
cctgaagatt

ggagggacca

<210> 13
<211> 115

<212> PRT

tgacccagtc
gtgtcagetce
cocctaaget
gtggcagtgy
ttgcaactta

aggtggagat

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

tecatcctce
aagtgtacgt
cctgatetat
atctgggaca
ctactgtcag

caaa

ctgtctgcat
tcecatttact
agecacateca
gatttcactc

gtgtacaggg

106

ctgtaggaga
tgcactggta
acttggette
tcaccatcag

gttaccecget

cagagtcacc
tcagcagaaa
tggagtecca
cagtotgcaa

cacgttcgge
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<400 13

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Val

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Ser
115

<210> 14

<211> 115
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 14

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

Leu

val
20

Trp

Tyr

val

Ser

Tyr
100

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

5

Gln

Cys

Arg

Val

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asgp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

140

Vval Lys Lys Pro Gly Ser
15

Tyr Thr Phe Thr Ser Arg
30

Gln Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe
60

Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
75 80

Thr Ala val Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly Thr Leu Val
110

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Arg

20

25

30

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35

40

45

107

EP-17570
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Gly

Lys

€5

Met

Ala

Thr

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Val

Ile Tyr

Arg Val

Leu Ser

Gly Tyr

100

Ser
115

<210> 15

<211> 115
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 15

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

€5

Met

Ala

Thr

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Val

Lys Val
20

His Trp
35

Ile Tyr

Arg Val

Leu Ser

Gly Tyr

100

Ser
115

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Vval Thr Gly

55

Ile Thr Ala

70

Leu Arg Ser

Ala Phe Phe

Gln

Cys

Arg

val

Tle

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Asp Thr

Asp

Glu Asp

Tyr Trp

105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Lys

20

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Trp

Tyr Tyr Ile

60

Ser Thr Ser

75

Thr Ala Val

Gly Gln Gly

Val

Tyr

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

108

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Fhe

Leu

45

Arg

Ser

Val

Gly

Glu Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Thr Leu Val
110

Pro Gly Ser
15

Thr Ser Arg
30

Glu Trp Met

Glu Pro Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Thr Leu Val
110

EP-17570
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<210> 16
<211, 114
<212y PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 16

Gln vVal Gln
1

Ser Val Lys

Tyr Met His
35

Gly Arg Val
50

Glu Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Thr

VvVal Ser

<210> 17
<211> 114
<212> PRT

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Arg

Asn
100

Vval

Ser

Val

Fro

Thr

Ser

85

Trp

<213> Yapay Dizi

<220>

Gln

Cys

aArg

Asn

Met

70

Leu

Leu

<223> Sentetik Olusum

Ser

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Arg

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Trp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Gly

val

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Gln

109

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Fhe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<400 17

Gln vVal Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Glu

65

Met

Ala

Val

val

Met

Arg

50

Gly

Glu

Arg

Ser

Lys

His
35

val

Arg

Leu

Ala

<210> 18

<211> 114
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

Leu

val

20

Trp

Asn

val

Arg

Asn
100

vVal

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Trp

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Leu

Ser

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Arg

Asp

Gly

Ala

Ala
40

Arg

Thr

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Trp
108

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Gly

Val

TYr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Gln

110

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gly

Lys

Fhe

Leu
45

Asn

Ser

val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr
110

Gly
15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Val

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

a0

Cys

Thr
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<400> 18
Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly
1 5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala
20
Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Gly Arg Val Asn Pro Tyr Arg Gly
50 55
Glu Gly Arg Val Thr Met Thr Thr
€5 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser
85
Ala Arg Ala asn Ile Leu Asp Tyr
100
Val Ser
<210> 19
<211» 345
<212> DNA
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> Sentetik Olusum
<400> 19
caggtgcage tggtgcagtc tggggctgag
tcctgoaagg cttetggeta cacctteaca
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg
aacgagaagt tcaagggcag agtcacgatt
atggagctga gcagcctgag atctgaggac
ggagettttt actactgggg ccagggeace
<210> 20
<211> 345
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

Ala Glu

10

val

Ser Gly Tyr

Pro Gly Gln

Ser Thr Thr

Thr Ser

75

Asp

Asp Asp Thr

90

Trp Gln

105

Gly

gtgaagaagc
agtaggtata
atttatcctg
accgcggaca
acggccgtgt

ctggtcacey

111

Lys Lys

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr Asn

60

Thr Ser

Ala

val

Gly Thr

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

Gly Ala

15

Asp Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

val Thr

110

ctgggtecte
tacactgggt
taactggtga
aatccacgag
attactgtgc

tctee

ggtgaaggtc
gcgacaggec
tacttactac

cacagcctac

gagaggctac

EP-17570
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15

20

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 20

caggtgcagec tggtgcagtc
tectgeaagg cttetggeta
cctggacaag ggcttgagtg
atcgagaagt tcaagggcag
atggagctga gecageectgag
ggtgettttt tetactgggg
<210> 21

<211> 345

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 21

caggtgcagce
tcctgeaagg
cctggacaag
agagagcctt

atggagctga

ggggettttt

<2105 22
<211y 342

tggtgcagtc
cttctggecta
ggcttgagtg
tcaagggcag

geagectgay

actactgggg

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

tggggctgag
caccttcaca
gatgggatgg
agtcacgatt
atctgaggac

ccagggeace

tggggetgag
caccttcaca
gatgggatgg
agtcacgatt

atetgaggac

ccagggcacce

gtgaagaagc
agtaggtata
atttatccotg
accgcggaca
acggaeegtgt

ctggtcaceg

gtgaagaagc
agtaggtata
atttatcctg
accgcggaca

acggeegtgt

ctggtcaccg

112

ctgggtecctec ggtgaaggtce
tacactgggt gcgacaggece
taactggtga tacttactac
aatccacgag cacagcctac
attactgtge gagaggctat

tectec

ctgggtectc ggtgaaggtc
tacactgggt gcgacaggec
taactggtga tacttactac
aatccacgag cacagcctac

attactgtge gagaggetat

tctee
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15

<400 22

caggttecage
tcctgeoaagy
cotggtcocaag
aaccagaaat
atggagcectge

tggottgact

<210> 23
<211> 342

tggtgecagtc
cttctggtta
gtettgagtg
tegagggoeg
gtagcctgeg

actggggoca

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 23

caggttcage
tcectgecaagy
cctggtcaag
aaccagaaat
atggagetge

tggettgact

<210> 24
<211> 342

tggtgcagtec
cttetggtta
gtettgagtyg
tcgagggecg
gtagcctgeg

actggggcca

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 24

tggtgetgag
cacctttace
gatgggtegt
tgtcaccatg
ttctgacgac

gggcaccace

tggtgctgag
cacctttacce
gatgggtegt
tgtcaccatg
ttetgacgac

gggcaccace

gtgaagaage
gactactaca
gttaatccta
accacagaca
acggecegtgt

gteacagtet

gtgaagaagc
gactactaca
gttaatcecta
accacagaca
acggecegtgt

gteacegtet

ctggtgcocte
tgcactgggt
accggggtgg
catccacgag
attactgtgce

ce

ctggtgectce
tgcactgggt
accggagggyg
catccacgag
attactgtge

[ole]

agtgaaggtc
gcgtcaggec
tactacctac
cacagcctac

gcgtacgaac

agtgaaggtc
gcgtcaggec
tactacctac
cacagcctac

gagtgegaac

caggttcage tggtgcagtc tggtgectgag gtgaagaage ctggtgeccte agtgaaggtc

tcectgeoaagg cttectggtta cacattcact gactactaca tgcactgggt geogtcaggece

cctggtcaag gtcttgagtg gatgggtegt gttaatcctt atcggggtag tactacctac

aaccagaaat tcgagggceg tgtcacecatg accacagaca catccacgag cacagectac

113
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atggagctgc gtagcecctgeg ttcoctgacgac acggeoegtgt attactgtge gegtgegaac

attcttgact actggggcca gggcaccacce gtcacegtet cc

<210> 25

<211> 215
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 25

Glu Ile val

1

Glu

Asn

Ile

Gly

65

Pro

Tyr

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Ser

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

His

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

val

Ser

Gln

Val

Leu
180

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Gln

Ser

Gln

Tyr

Thr

70

val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Ser

Cys

Gln

Leun

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gly

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

hsn

Ser

Ala
185

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

114

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Leu

Ile

Fro

Asp

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His
190

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

val

EP-17570

300

342



10

Tyr BAla Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr lys

195

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 26

<211> 215
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 26

Glu Ile Val Leu

1

Glu

Asn

Ile

Gly

65

Pro

Tyr

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Ser

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ala

His

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

val

Ser

Gln

val

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr
165

Gln

Ser

Gln

Tyr

Thr

70

Val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

215

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

FPhe

Cys

135

Val

Gln

200

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Gly

Val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys
170

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

153

Asp

115

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

205

Leu

Ile

Pro

asp

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser
175

Gly

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

EP-17570
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EP-17570

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 130

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
1385 200 205

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 27

<211> 215

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 27
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pr¢ Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Val Ser Ser Ser Ile Ser Ser Thr
20 25 30

Asgsn Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Thr Ser Arg Leu Arg Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro

Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 108 110

Ala Pro Ser Val Phe Tle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu

116



10

165

170

175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val

180

185

130

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr lys

195 200

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 28

<211> 215

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 28
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser
20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
€5 70

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
115 120

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
145 150

Ser

Val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ile

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Leu

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu
155

117

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Tle

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

205

Ala

Val

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Gln
125

Tyr

Ser

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Gly

Thr

110

Leu

Pro

Gly

val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

35

val

Lys

Arg

Asn

Gly

Ile

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser
160

EP-17570
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Gln

Ser

Tyr

Ser

Glu

Jer

Ala

Phe
210

Ser

Thr

Cys

195

Asn

<210> 29

<211> 215
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 29

Agp Tle Gln

1

Asp

Tyr

Ile

Gly

€5

Pro

Leu

ala

Gly

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr
130

val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Leu
180

Thr
165

Thr

Glu Val

Arg

Met

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

val

Ser

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

ala

85

Gly

Phe

Val

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ile

Val

Gln Asp Ser

Lys
170

Ser Lys Ala Asp

185

His Gln Gly
200

Cys
215

Ser Pro Ser

Cys Ser Val
25

Gln Lys Pro
40

Leu Ala Ser
55

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val
105

Phe Pro Pro
120

Cys Leu Leu
135

Leu

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Asp Ser Thr Tyr Ser Leu

Tyr Glu Lys

Ser Ser Pro

Leu

Ser

Lys

val

Thr

75

Vval

Ile

Asp

Asn

118

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe
140

205

Ala

val

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

His
190

Val

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Gly

Thr

110

Leu

Pro

175

Lys Val

Thr

val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

35

val

Lys

Arg

Lys

Gly

Ile

Leu

Ser

Gln

a0

Pro

Ala

Ser

Glu

EP-17570
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Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

<210> 30

<211> 215
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 30

Agp Ile Gln

1

Asp

Tyr

Ile

Gly

€5

Fro

Leu

Ala

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser
115

Gln

val

Leu

180

Glu

Arg

Met

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Phe

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Tle

Val Asp Asn

Gln Asp Ser

Ser

Lys

Ala
185

His Gln Gly

Cys
215

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Pha

200

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Bro
120

Ser

Val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

105

Pro

Ala Leu Gln

155

Lys Asp Ser

170

Asp Tyr Glu

Leu Ser Ser

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Leu

Ser

Lys

val

Thr

75

Val

Ile

Asp

119

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Tle

Tyr

Lys

Glu

S8er Gly Asn Ser

160

Thr Tyr Ser Leu

175

Lys His Lys Val

190

Pro Val Thr Lys

205

Ala

Val

Pro

45

Sar

Ser

Arg

Arg

Gln
125

Ser

Arg

30

Lys

Arg

Ser

Gly

Thr

110

Leu

Vval

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val

Lys

Gly

Ile

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Ala

Ser

EP-17570
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Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu
130 135
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp
145 150
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp
165
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys
180
Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln
195 200
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 31
<211> 645
<212> DNA
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> Sentetik Olusum
<400> 31
gaaattgtgt tgacgecagtc tccaggeacc
ctctecctgea gtgtcagetc aagtataagt
cctggecagyg ctcccagget ccteatctat
gacaggttcea gtggcagtgg gtcetgggaca
cctgaagatt ttgeocagtgta ttactgtcaa
caagggacca agttggagat caaacgaact
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact
tatcccagag aggccaaagt acagtggaag
caggagagtg tcacagagca ggacagcaag
acgctgagea aagcagacta cgagaaacac
ggcctgaget cgcoecgtcac aaagagctte
<210> 32
<211> 645
<212> DNA

<213> Yapay Dizi

Leu Asn Asn

Ala Leu

1558

Asn

Ser Lys

170

Asp

Ala
185

Asp Tyr

Gly Leu Ser

ctgtctttgt
tccaccaact
ggcacatcet
gacttcacte
cagtggagta
gtggctgcac
gectctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

120

Phe
140

Tyr
Gln Ser
Thr

Ser

Glu Lys

Pro

Gly

Tyr

His

Arg Glu

Ser
160

Asn

Ser Leu

175

Lys Val

190

Pro

205

Ser

ctccagggga
tacactggta
acctggecttce
tcaccatcag
gttaceceogta
catctgtett
tgtgecetget
ccctecaate
acagcctcag
cctgcgaagt

agtge

val

Thr Lys

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
cagtttegge
catcttoceceg
gaataactte
gggtaactcc
cagcaccctyg

cacccatcag

EP-17570

60
120
180
240
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360
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480
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645
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<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 32

gaaattgtgt
cteotectgea
catggocagyg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatetgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca

ggcetgaget

<210> 33
<211> 645

tgacgcagte
gtgteagete
cteccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
agttggagat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgecegteac

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 33

gaaattgtgt
ctctecetgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagea

ggcctgaget

<210> 34
<211> 645

tgacgcagte
gtgtcagetce
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgecagtgta
agttggagat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgecegteas

tccaggcace
aagtataagt
coteatetat
gtctgggaca
ttactgtcaa
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagette

toccaggecace
aagtataagt
cctcatctat
gtetgggaca
ttactgtcaa
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagette

ctgtetttgt
tecaccaact
ggcacatact
gacttcactc
cagtggagta
gtggctgcac
gecectectgttg
gtggataacyg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

ctgtctttagt
tecaccaact
ggcacatcca
gacttcacte
cagtggagta
gtggectgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

121

cteoccagggga
tacactggta
acaotggette
tcaccatcag
gttaccegta
catctgtett
tgtgoetget
ccctccaate
acagcctcag
cctgcgaagt

agtge

cteocagggga

tacactggta
gactgagatc
tcaccateag
gttaccegta
catctgtett
tgtgcctget
ccctecaatce
acagoctecag
cctgcgaagt

agtge

aagagccace
ccagcagaaa
tggeatecca
cagactggag
cagtttegge
catcttececcg
gaataactte
gggtaactec
cagcaccctg

cacccatcag

aagagcecacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggaqg
cagtttegge
catctteceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

EP-17570

60
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180
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<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 34

gacatccaga
atcacttgca
ccagggaaag
tcaaggttea
cctgaagatt
ggagggacca
ccatetgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgageca

ggcetgaget

<210> 35
<211> 645

tgacccagtc
gtgtcagetc
cccectaaget
gtggcagtgg
ttgcaactta
aggtggagat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgecegteac

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 35

gacatccaga
atcacttgca
ccagggaaag
tcaaggttca
cctgaagatt
ggagggacca
ccatectgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgetgagea

ggcctgagct

tgacccagte
gtgtcagctce
cccctaaget
gtggcagtgg
ttgcaactta
aggtggagat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagea
aagcagacta

cgccegtcac

teccatecctee
aagtgtaagt
cctgatctat
atctgggaca
ctactgtatt
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagctte

tccatcctec
aagtgtatcc
cctgatctat
atctgggaca
ctactgtcaa
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

ctgtctgeat
tccatttact
agcacatcca
gatttcacte
cagtacagtg
gtggctgcac
gecectetgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

ctgtctgeat
tccatttact
agcacatcca
gatttcactc
gtctacagtg
gtggctgcac
gccteotgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag
122

ctgtaggaga
tgcactggta
acttggectte
tcaccatcag
gttacceoget
catctgtctt
tgtgeetget
ccctecaatce
acagcctcag
cctgcgaagt

agtge

ctgtaggaga
tgcactggta
acttggcttc
tcaccatcag
gttacccget
catctgtett
tgtgectgcet
ccctecaatc
acagcecteag
cctgegaagt

agtgc

cagagtcacc
tcagcagaaa
tggagtccca
cagtetgcaa
cacgttcgge
catcttcccg
gaataactte
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

cagagtcacc
tcagcagaaa
tggagtccca
cagtctgcaa
cacgttegge
catcttceccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccetg

cacccatcag

EP-17570
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<210> 36
<211y 645

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 36

gacatccaga
atcacttgea
ccagggaaag
tcaaggttca
cctgaagatt
ggagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgetgagea

ggcoctgaget

<210» 37
<211» 441

<212> PRT

tgacccagtec
gtgtecagetce
ccoctaaget
gtggcagtygg
ttgcaactta
aggtggagat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgecegtoas

<213> Yapay Dizi

<220>

<2235 Sentetik Olusum

tccatcectcoe
aagtgtacgt
cctgatctat
atctgggaca
ctactgtcecag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagette

ctgtctgcat
tceatttact
agcacatcca
gatttcacte
gtgtacaggg
gtggctgecac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

123

ctgtaggaga
tgcactggta
acttggettce
tcaccateag
gttacceget
catctgtett
tgtgcctgct
ccctecaatce
acagcctcag
coetgoegaagt

agtge

cagagtcacc
tcagcagaaa
tggagtecca
cagtetgcaa
cacgttegge
catectteceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcacccetyg

caccecateag

EP-17570
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<400> 37

Gln Val Gln

1

Ser

Tyxr

Gly

Lys

€5

Met

Ala

Val

Ile

Trp

Gly

Glu

Arg

Lys

Hisg

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Leu

Val
20

Trp

Tyr

val

Ser

Tyr
100

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Cys

Arg

Val

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Phe

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

val

Tyr

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

124

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Fhe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Ser

Arg

Met

Phe

Tyr

80

Cys

val

EP-17570



Thr

Prec

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lys

val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Met

Val

Cys

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Pro

val

Val

Gln

230

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

115

Sexr

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ala

Lys

val

Asp

275

Phe

Agp

Leu

Arg

Lys

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Pro

Asp

AsSp

260

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

340

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

245

val

Met

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Thr

Val

val

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

val

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ala

Met

Hisg

val

Phe

295

Gly

Ile

Val

Ser

Lys

120

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

200

Arg

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Gly

Ser

Val

Phe

Val

185

val

lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

val

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

250

Pro

aAla

val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Val

235

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Leu

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Val

220

Phe

Pra

val

Thr

val

300

Cys

Ser

Pro

val

125

Phe

125

Leu

Trp
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Gly

Asn

Gln

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn
190

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Phe

Ala

Tyr

Met

Fhe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Val

Ala

160

Gly

Gly

EP-17570



Thr

val

Pro

225

Pro

Val

val

Gln

Gln

305

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

385

Tyr

Phe

Lys

435

Gln

Asp

210

Ala

Lys

Val

Asp

Phe

290

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

370

lys

Ser

Ser

Ser

Thr

195

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

275

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

355

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

<210> 43
<211> 1323

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

260

Met

Ser

Leu

Ala

Pro

340

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

420

Ser

Thr

val

Val

Leu

245

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

325

Gln

Val

val

Pro

Thr

405

Val

Leu

Cys

Glu

Ala

230

Met

His

val

Phe

Gly

310

Ile

val

Ser

Glu

Pro

390

val

Met

Ser

440

Asn

Aryg

215

Gly

Ile

Glu

His

Arg

295

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

375

Met

Asp

His

Pro

Val

200

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

280

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

360

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

265

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

345

Cys

Ser

Aszp

Ser

Ala
425

His

Cys

Val

Thr

250

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

330

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

410

Leu

Lys

val

Phe

235

Pro

Val

Thr

Val

Cys

315

Ser

Pro

Val

Gly

Azp

385

Trp

His

Pro

Glu

220

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

300

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

380

Gly

Gln

Asn

135

Ser

205

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

285

Thr

val

Thr

Gly

365

Pro

Ser

Gln

His

Asn

Pro

Pro

Thr

Asn

270

Arg

val

Ser

Lys

Glu

350

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
430

Thr

Pro

Pro

Cys

255

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

335

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

415

Thr

Lys

Cys

Lys

240

Val

Tyr

Glu

His

Lys

320

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

400

val

Gln

EP-17570
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<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 43

caggtgcage
tactgeaagg
cctggacaag
aacgagaagt
atggagctga
ggggcttttt
ggcccatcgg
ctgyggetgece
geectgacea
ctcagcagcg
gtagatcaca
gagtgecccac
aaacccaagg
gtgageccacg
aatgccaaga
cteacegteg
aaaggcctoc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagecggaga
ctectacagea
teegtgatge

ggt

<210> 44
<211> 1323

tggtgcagtce
cttetggeta
ggcttgagtg
tcaagggcag
gcagcectgag
actactgggg
tcttececget
tggtcaagga
geoggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cgtgcecage
acaccctcat
aagacecega
caaagecacg
tgecaccagga
cageccccat
acaccctgece
tcaaaggctt
acaactacaa
agcteacegt

atgaggetet

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

tggyggctgag
cacctteaca
gatgggatgg
agtcacgatt
atctgaggac
ccagggcacce
agcgccctge
ctactteocee
cacetteceg
gcccteccage
caccaaggtg
accacctgtg
gatctcccgg
ggtecagtte
ggaggagcag
ctggetgaac
cgagaaaacc
cccatcecgg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagage

gcacaaccac

gtgaagaagce
agtaggtata
atttatcetg
accgcggaca
acggcegtgt
ctggtcaccg
tccaggagca
gaaccggtga
getgtectac
aacttcggca
gacaagacag
gcaggaccagt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagea
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgecg
ccecatgetgg
aggtggcage

tacacacaga

136

ctgggtocte
tacactgggt
taactggtga
aatccacgag
attactgtge
tctecteoege
cctccgagag
cggtgtegtyg
agtectecagg
cccagaccta
ttgagegcaa
cagtcttect
tcacgtgcgt
tggacggecat
cgtteoegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagactete

ggtgaaggtce
gcgacaggece
tacttactac
cacagcctac
gagaggctat
ctccaccaag
cacagccgec
gaactcagge
actectactee
cacctgcaac
atgttgtgte
ctteocecceeca
ggtggtggac
ggaggtgeat
ggtcagegte
ggtetcecaac
gccccgagaa
ggtcagectg
gagcaatggyg
ctecttette
ctteotcatge

cctgtotaeg
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<400> 44

caggtgcage
teoctgoaagg
coetggacaag
atecgagaagt
atggagectga
ggtgettttt
ggcccatogg
ctgggotgec
goacctgacea
ctcagcagog
gtagatcaca
gagtgecccac
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
cteoacegtag
aaaggcectac
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagea
taegtgatge

ggt

<210> 45
<211> 1323

tggtgcagtce
cttetggeota
ggcttgagtg
tcaagggcag
gcagectgag
tetactgggg
tetteceget
tggtcaagga
geggegtgea
tggtgaccgt
agcaocagcaa
cgtgeccage
acaccctcat
aagaceccga
caaagccacyg
tgcaccagga
cageeeceat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccegt

atgaggctet

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 45

tggggctgag
cacctteoaca
gatgggatgg
agtcacgatt
atctgaggac
ccagggeace
agegecectge
ctactteeoee
cacctteeceg
gocctacaga
caccaaggtg
accacctgtg
gatctcccgg
ggtccagtte
ggaggagcag
cktggetgaac
cgagaaaace
cocateeccgg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

gtgaagaagc
agtaggtata
atttateoctg
acogoggaca
acggccegtgt
ctggtcaceg
tecaggagea
gaaccggtga
goetgtectac
aacttecggeoa
gacaagacag
gcaggaccegt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctecaaaa
gaggagatga
gacatecgecg
ccecatgetgg
aggtggcage

tacacacaga

ctgggtccte
tacactgggt
taactggtga
aatccacgag
attactgtge
tctecteoege
ccteocgagag
cggtgtogtg
agtcetcagg
cccagaccta
ttgagegcaa
cagtettect
tcacgtgegt
tggacggcat
cgtteegtgt
acaagtgcaa
cCaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagccteta

ggtgaaggtc
gcgacaggee
tacttactac
cacagectac
gagaggctat
ctecaccaag
cacagccgac
gaactcagge
actctactec
cacctgcoaac
atgttgtgte
ctteoceccceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegte
ggtctocaac
geocogagaa
ggtcagectg
gagcaatggg
cteecttette
cttetecatge

cctgteotecg

caggtgecage tggtgcagte tggggctgag gtgaagaage ctgggtecte ggtgaaggtce

137
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10

tcectgeaagy
cctggacaaqg
agagagcctt
atggagctga
ggagcttttt
ggccecategg
ctgggctgcc
geceetgacea
ctcagcageg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagg
gtgagccacyg
aatgccaaga
ctcaccgtcg
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgcctgg
cageccggaga
ctctacagea
tcegtgatge

ggt

<210> 46
<211> 1323

cttctggeta
ggcttgagtyg
tcaagggcay
gcagectgag
actactgggg
tetteceget
tggtcaagga
geggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cgtgeocage
acacccteat
aagacccega
caaagccacg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcacegt

atgaggctcet

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 46

caggttcage
tactgeaagyg
cctggtcaag
aaccagaaat

atggagectge

tggtgcagtc
ctteotggtta
gtcttgagtg
tegagggecg

gtagcctgeg

caccttcaca
gatgggatgg
agtcacgatt
atctgaggac
ccagggecace
agegcoetge
ctacttcece
cacettecey
gocetcocage
caccaaggtyg
accacctgtg
gatctcecegg
ggtccagtte
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatceccegg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

toggtgetgag
cacctttace
gatgggtcegt
tgteacecatg

ttetgacgac

agtaggtata
atttatcctg
acecgcggaca
acggcegtgt
ctggtcaccg
tecaggagea
gaaccggtga
getgtectae
aacttcggea
gacaagacag
gcaggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgccg
ccecatgetgg
aggtggcage

tacacacaga

gtgaagaage
gactactaca
gttaatccta
accacagaca

acggeegtgt
138

tacactgggt
taactggtga
aatccacgag
attactgtgce
tctecteege
ccteocgagag
cggtgtcgtg
agteeteagy
cccagaccta
ttgagegeaa
cagtcttect
tcacgtgegt
tggacggecat
cgttcegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actecgacgg
aggggaacgt

agagectete

ctggtgectce
tgcactgggt
accggggtgg
catccacgag

attactgtge

gcgacaggecc
tacttactac
cacagcctac
gagaggctac
ctccaccaag
cacageegaed
gaactcaggc
actetactee
cacctgcaac
atgttgtgtce
ctteoccececa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcectg
gagcaatggg
ctocettette
cttetcatge

cctgteteeg

agtgaaggtc
gegtcaggea
tactacctac
cacagectac

gegtacgaac
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10

tggcttgact
ccatcggtet
ggctgectagg
ctgaccageg
agcagogtygg
gatcacaage
tgcceaccet
aaacccaagg
gtgagccagyg
aatgccaaga
ctecaccgtee
aaaggcctce
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge

ggt

<210> 47
<211 1323

actggggcca
tccegetage
tcaaggacta
goegtgoacac
tgacegtgee
ccagcaacac
gcccageace
acactctecat
aagaccccega
caaagccgeg
tgcaccagga
cgteoctecat
acaccctgee
tcaaaggett
acaactacaa
ggctaaccgt

atgaggctct

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 47

caggttcagc
tcctgcaagg
cctggtcaag
aaccagaaat
atggagcectge
tggcttgact
cecatecggtet

ggctgecetygg

tggtgcagtc
cttctggtta
gtcttgagtyg
tegagggeeg
gtagcetgeg
actggggeoca
teccegetage

tcaaggacta

gggecaccacc
gocectgceteco
cttececcgaa
cttecegget
ctecageage
caaggtggac
tgaggccgee
gatctcecgg
ggtccagtte
ggaggagcag
ctggectgaac
cgagaaaacc
cocatoecag
ctacceccage
gaccacgect
ggacaagagc

gcacaaccac

tggtgctgag
cacattcact
gatgggtcegt
tgtcacecatg
ttetgacgac
gggcaccace
gcectgetee

cttecccgaa

gtcacecgtct
aggagcaccet
ccggtgacgg
gtecctacagt
ttgggcacga
aagagagttyg
gggggaccat
acccetgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacategecg
ccegtgetgg
aggtggcagg

tacacacaga

gtgaagaagc
gactactaca
gttaatccta
accacagaca
acggeegtgt
gteacegtet
aggagcacct

ceggtgacgg

139

ccteegeete
ccgagagcac
tgtcgtggaa
actcaggact
agacctacac
agtccaaata
cagtettect
tcacgtgegt
tggatggegt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
acaaagggcea
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt

agagcctcte

ctggtgectce
tgcactgggt
accggaggygy
catccacgag
attactgtge
cctoegecte
ccgagageac

tgtegtggaa

caccaagggc
agccgooctg
ctcaggcgcc
ctacteccte
ctgcaacgta
tggtccoccea
gttecceoecea
gatggtggac
ggaggtgeat
ggtcagegte
ggtctcecaac
gooccgagag
ggteagectg
aagcaatggg
ctocttette
cttctecatge

cctgtctctg

agtgaaggtc
gcgtcaggec
tactacctac
cacagectac
goegtgegaac
caccaagyygce
agccgeectg

cteaggeged
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ctgaccageg
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgcccaccoet
aaacccaagyg
gtgagccagg
aatgccaaga
ctcaccgtceo
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgcctygy
cagecggaga
ctctacagca
tcecgtgatge

ggt

<210> 48
<211> 1323

gegtgcacac
tgaccgtgec
ccagcaacac
gcccageacc
acactctcat
aagacccecga
caaagccgeyg
tgcaccagga
cgtcctceat
acaccctgcc
tcaaaggctt
acaactacaa
ggctaacegt

atgaggctet

<212> DNA
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 48

caggttcage
toctgecaagyg
cctggtcaag
aaccagaaat
atggagetge
attcttgact
ccatcggtct
ggctgoctgg
ctgaccageyg
agcagegtgg
gatcacaagc

tgcccaccocet

tggtgcagte
cttetggtta
gtcttgagtg
tcgagggecyg
gtageetgeg
actggggeca
tccecgectage
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgec
ccagcaacac

gecccageacc

cttocceggoet
ctccageage
caaggtggac
tgaggcecgeoce
gatctcccgg
ggteccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatcccag
ctacceccage
gaccacgect
ggacaagagc

gcacaaccac

tggtgctgag
cacattcact
gatgggtegt
tgtcaccatg
ttetgacgac
gggeaccacc
gcecctgetee
ctteceecgaa
cttccegget
ctccagoage

caaggtggac

tgaggceogee

gtcctacagt
ttgggcacga
aagagagttg
gggggaccat
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagea
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacatcgecyg
ccegtgetgg
aggtggcagg

tacacacaga

gtgaagaagce
gactactaca
gttaatcectt
accacagaca
acggecgtgt
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgy
gtcctacagt
ttgggeacga
aagagagttg

gggggaccat
140

cctcaggact
agacctacac
agtccaaata
cagtcttect
tcacgtgcegt
tggatggegt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actcogacgg
aggggaatgt

agagcctete

ctggtgecte
tgecactgggt
atcggggtag
catccacgag
attactgtge
ccteegeete
ccgagagecac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacac
agtccaaata

cagtcttecct

ctactcccte
ctgcaacgta
tggtccccca
gttcceoecca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagegtce
ggtctccaac
gccccgagag
ggtcagcctg
aagcaatggyg
ctecttette
cttectcatge

cctgtctetyg

agtgaaggtc
gagteaggec
tactacctac
cacagcctac
gcgtgegaac
caccaagggc
agccgcectg
ctcaggcgee
ctactcccte
ctgcaacgta
tggtccccca

gttceccocca
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15

20

aaacccaagg
gtgagccagg
aatgccaaga
cteacegtee
aaaggectec
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagea
tccgtgatge

ggt

<210> 49
<211> 12
<212> PRT

acactatcat
aagacaccga
caaagecgeg
tgcaccagga
cgtectcocat
acaccetgec
tcaaaggectt
acaactacaa
ggctaacegt

atgaggctct

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 49

gatctcecgg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatccecag
ctaccececage
gaccacgcct
ggacaagagce

gcacaaccac

aceccctgagg
aactggtacg
ttcaacagceca
ggcaaggagt
atctccaaag
gaggagatga
gacategcog
ccegtgectgg
aggtggcagg

tacacacaga

tcacgtgegt
tggatggcgt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaatgt

agagectcte

Ser Val Ser Ser Ser Ile Ser Ser Thr Asn Leu His

1

<210> 50
<211>7
<212> PRT

5

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 50

Gly Thr Ser Tyr Leu Ala Ser

1

<210> 51
<211> 9
<212> PRT

5

<213> Yapay Dizi

10

141

ggtggtggac
ggaggtgeat
ggtecagegte
ggtctccaac
gocecegagayg
ggtcageectg
aagcaatggg
ctccttotte
cttectcatge

cctgtctetg
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<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 51

Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Tyr Ser

1 5

<210> 52
<211> 7

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 52

Gly Thr Ser Arg Leu Arg Ser
1 5

<210> 53

<211> 12

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 53

Ser val Ser Ser Ser Val Ser Ser Ile Tyr Leu His

1 5

<210> 54

<211> 7

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

10
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<400> 54

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1

<210> 55
<211> 9
<212> PRT

5

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 55

Ile Gln Tyr Ser Gly Tyr Prc¢ Leu Thr

1

<210 56
<211> 9
<212» PRT

5

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<400> 56

Gln val Tyr Ser Gly Tyr Pro Leu Thr

1

<210 57
<211» 12
<212y PRT

5

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Sentetik Olusum

<4005 57

Ser Val Ser Ser Ser Val Arg Ser Ile Tyr Leu His

1

<210> 58
<211> 9

5

10
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<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 58

Gln Val Tyr Arg Gly Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 59

<211> 10

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<2235 Sentetik Olusum

<400> 59

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Arg Tyr Ile His
1 5 10

<210> 60

<211> 17

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 60

Trp Ile Tyr Pro Val Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Llys

Gly

<210> 61
<211> 7

<212> PRT
<213> Yapay Dizi
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<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 61

Gly Tyr Gly Ala Phe Tyr Tyr
1 5

<210> 62

<211> 17

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<400> 62

Trp Ile Tyr Prc Val Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr Ile Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly
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Pro

Glu

Llys

310

Gly

Leu

Asp

Fhe

Tyr

390

Ser

Thr

Leu

Asn

Ser

470

val

Thr

Leu

Ero

Glu
550

Lys

Ala

Phe

Arg

Asn

375

Gly

Ser

Ala

Leu

Leu

4855

Gly

Ser

Leu

Gly

Phe

535

Cys

Glu

Gln

Gly

Ser

360

Lys

Pro

Gly

Leu

Thr

440

Gly

Pro

Pro

val

Cys

520

val

Leu

Val

Leun

Val

345

Ala

Ile

Asn

Cys

Gln

425

Ser

Thr

Ser

Glu

Ile

505

Arg

Gln

Ser

Phe

Ala

330

FPhe

Met

val

His

Glu

4110

Arg

Ile

Ser

Thr

val

490

Thr

His

Cys

Gly

Asn

315

Arg

Ala

Cys

Asn

Glu

395

Ala

Val

Ser

Glu

Pro

475

Ile

Gly

Phe

Gly

Thr
555

Ile

Gln

Gln

Ala

Lys

380

His

Arg

Asp

Thr

Gly

460

His

Vval

Lys

Gln

Trp

540

Trp

165

Leu

Ile

Ser

Phe

365

Asn

Cys

Arg

Leu

Phe

445

Arg

Val

Glu

Lys

Ser

325

Cys

Thr

Gln

Gly

Lys

350

Pro

Asn

Phe

Asp

FPhe

430

Ile

Phe

Asn

His

Ile

510

Cys

His

Gln

Ala

Ala

335

Fro

Ile

val

Asn

Glu

415

Met

Lys

Met

Phe

Thr

495

Thr

Ser

Asp

Gln

Ala

320

Ser

Asp

Lys

Arg

Arg

400

Tyr

Gly

Gly

Gln

Leu

480

Leu

Lys

Gln

Lys

Ile
560
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Cys

Gly

Asn

Ser

Thr

625

Ser

Prc

Thr

His

Ser

705

Ala

Ser

Phe

Ser

Asn

785

Cys

Leu

Gly

Asn

Cys

610

val

Asn

Val

Leu

Ile

690

Ile

Val

Tyr

Tle

val

770

Phe

Thr

Pro

Thr

Lys

595

Thr

Gly

Gly

Ile

Leu

675

Ser

Leu

Lys

Arg

Ser

755

Ser

Thr

Thr

Ala

Arg

580

Phe

Leu

Pro

His

Thr

660

Thr

Ile

Glu

Leu

Glu

740

Gly

val

val

Pro

Ile

565

Leu

Asp

Thr

Ala

Gly

£45

Ser

Leu

Gly

Cys

Lys

725

Asp

Gly

Pro

Ala

Ser
805

Tyr

Thr

Leu

Leu

Met

630

Thr

Ile

Thr

Gly

Tyr

710

Ile

Pro

Ser

Arg

Cys

730

Leu

Lys

Ile

Lys

der

615

Asn

Thr

Ser

Gly

Lys

625

Thr

Asp

Ile

Thr

Met

775

Gln

Gln

Val

Cys

Lys

600

Glu

Lys

Gln

Pro

Asn

680

Thr

Pro

Leu

val

Ile

760

val

His

Gln

Phe

Gly

585

Thr

Ser

His

Tyr

Lys

665

Tyr

Cys

Ala

Ala

Tyr

745

Thr

Ile

Arg

Leu

Pro

570

Trp

Arg

Thr

Fhe

Ser

650

Tyr

Leu

Thr

Gln

Asn

730

Glu

Gly

Asn

Ser

Asn
810

Asn

Aszp

Val

Met

Asn

635

Thr

Gly

Asn

Leu

Thr

715

Arg

Ile

Val

val

Asn

795

Leu

Ser

Phe

Leu

Asn

620

Met

Phe

Pro

Ser

Lys

700

Ile

Glu

His

Gly

His

780

Ser

Gln

166

Ala

Gly

Leu

605

Thr

Ser

Ser

Met

Gly

685

Ser

Ser

Thr

Pro

Lys

765

Glu

Glu

Leu

Pro

Phe

520

Gly

Leu

Ile

Tyr

Ala

6§70

Asn

Val

Thr

Ser

Thr

750

Asn

Ala

Ile

Pro

Leu

575

Arg

Asn

Lys

Ile

Val

655

Gly

Ser

Ser

Glu

Ile

735

Lys

Leu

Gly

Ile

Leu
815

Glu

Arg

Glu

Cys

Ile

640

Asp

Gly

Arg

Asn

Phe

720

Phe

Ser

Asn

Cys
800

Lys
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Thr

Leu

Met

Ile

865

Ser

Pro

Gln

Gln

Lys

Ile

Ile

850

Asp

Cys

Asn

Ala

Asn
930

Ala

Tyxr

835

Ser

Pro

Glu

Asp

Ile

915

Phe

<210> 76
<211> 578
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Met Lys Ala

1

Thr

Ser

Glu

Gly

val

Leu

Glu

Thr

50

aAla

Ala

Val

Met

35

Pro

Thr

Glu

Phe

820

Val

Met

Glu

Asn

Leu

900

Ser

Thr

Pro

Gln

20

Asn

Ile

Asn

Tyr

Phe

His

Gly

Ala

Ile

885

Leu

Ser

Ala

Arg

Val

Gln

Tyr

Lys
85

Met

Asn

Asn

Val

870

His

Lys

Thy

Val

Ser

Asn

ASn

Ile

Thxr

Leu

Pro

Glu

855

Lys

Leu

Leu

Val

Leu

Asn

Met

val

55

Tyr

Gly

Asp

Val

840

Asn

Gly

His

Agn

Leu
920

Ala

Gly

Lys

40

Ile

val

Pro

Gly

825

Fhe

val

Glu

Ser

Ser

LIS

Gly

Pro

Glu

25

Tyr

Leu

Leu

val

Ile

Lys

Leu

Val

Glu

890

Glu

Lys

Gly

10

Cys

Gln

His

Asn

Leu
20

Leu

Pro

Glu

Leu

875

Ala

Leu

val

Ile

Lys

Leu

Glu

Glu

Glu

167

Ser

Phe

Ile

860

Lys

val

Asn

Ile

Leu

Glu

Pro

His

60

Glu

His

Lys

Glu

845

Lys

val

Leu

Ile

val
925

val

Ala

Asn

45

His

Asp

Pro

Tyr

830

lys

Gly

Gly

Cys

Glu

910

Gln

Leu

Leu

Phe

Ile

Leu

Asp

Phe

Pro

Asn

Asn

Thr

895

Trp

Pro

Leu

15

Ala

Thr

Phe

Gln

Cys
95

Asp

Val

Asp

Lys

880

val

Lys

Asp

Phe

Lys

Ala

Leu

Lys

a0

Phe

EP-17570



Pro

Lys

Gln

Val

145

Ile

val

Ile

His

Gly

225

Phe

Asn

Thr

His

Lys

305

Tyr

Leu

Cys

Asp

Leu

130

Phe

Phe

Ser

Asn

Pro

210

Phe

Arg

Phe

Phe

Ser

2930

Lys

Val

Agn

Gln

Asn

115

Ile

Pro

Ser

Ala

Phe

195

Leu

Met

Asp

Ile

His

275

Tyr

Arg

Ser

Asp

Asp

100

Ile

Ser

His

Pro

Leu

180

Phe

His

Phe

Ser

Tyr

260

Thr

Met

Ser

Lys

Asp

Cys

Asn

Cys

Asn

Gln

165

Gly

vVal

Ser

Leu

Tyr

245

Phe

Arg

Glu

Thr

Pro

325

Ile

Ser

Met

Gly

Hisg

150

Ile

Ala

Gly

Ile

Thr

230

Pro

Leu

Ile

Met

Lys

310

Gly

Leu

Ser

Ala

Ser

135

Thr

Glu

Lys

Asn

Ser

215

Asp

Ile

Thr

Ile

PFro

295

Lys

Ala

Fhe

Lys

Leu

120

Val

Ala

Glu

val

Thr

200

val

Gln

Lys

Val

Arg

280

Leu

Glu

Gln

Gly

Ala

105

val

Asn

Asp

Pro

Leu

185

Ile

Arg

Ser

Tyr

Gln

265

Phe

Glu

val

Leu

Val

Asn

Val

Arg

Ile

Ser

170

Ser

Asn

Tyr

Val

250

Arg

Cys

Cys

FPhe

Ala

330

Fhe

Leu

Asp

Gly

Gln

155

Gln

Ser

Ser

Leu

Ile

235

His

Glu

Ser

Tle

Asn

315

Arg

Ala

Ser

Thr

Thr

140

Ser

Cys

val

Ser

Lys

220

Asp

Ala

Thr

Ile

Leu

300

Ile

Gln

Gln

168

Gly

Tyr

125

Cys

Glu

Pro

Lys

Tyr

205

Glu

Val

Phe

Leu

Asn

285

Thr

Leun

Ile

Ser

Gly

110

Tyr

Gln

Val

Asp

Asp

150

Phe

Thr

Leu

Glu

Asp

270

Ser

Glu

Gln

Gly

Lys

Val

Asp

Arg

His

Cys

175

Arg

Pro

Lys

Pro

Ser

255

Ala

Gly

Lys

Ala

Ala

335

Pro

Trp

Asp

His

Cys

160

Val

Phe

Asp

Asp

Glu

240

Asn

Gln

Leu

Arg

Ala

320

Ser

Asp
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Ser

Tyr

Cys

385

Thr

Arg

Gln

Asp

val

465

Leu

Asn

Ile

Cys

Cys

545

Cys

His

ala

val

370

Leu

Leu

Thr

Phe

Leu

450

val

Asp

Gln

Pro

Leu

530

Val

Leu

His

Glu

355

Asn

Gln

Leu

Glu

Ser

435

Thr

val

Ser

Asn

Leu

515

Ser

Arg

Asp

<210> 77
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

340

Pro

Asp

His

Arg

Phe

420

Glu

Ile

Ser

His

Gly

500

AsSn

Ala

Ser

Tyr

Met

Phe

Phe

AsSn

405

Thr

Val

Ala

Arg

Pro

485

Tyr

Gly

Pro

Glu

Lys
565

Asp

Phe

Tyr

390

Ser

Thr

Leu

Asn

Ser

470

val

Thr

Leu

Pro

Glu

550

Asp

Arg

Asn

375

Gly

Ser

Ala

Leu

Leu

455

Gly

Ser

Leu

Gly

Phe

535

Cys

Asp

Ser

360

Lys

Pro

Gly

Leu

Thr

440

Gly

Pro

Pro

val

Cys

520

val

Leu

Asp

345

Ala

Ile

Asn

Cys

Gln

425

Ser

Thr

Ser

Glu

Ile

505

Arg

Gln

Ser

Asp

Met

val

His

Glu

410

Arg

Ile

Ser

Thr

val

490

Thr

His

Cys

Gly

Lys
570

Cys

Asn

Glu

395

Ala

val

Ser

Glu

Pro

475

Ile

Gly

Phe

Gly

Thr

555

His

169

Ala

Lys

380

His

Arg

Asp

Thr

Gly

460

His

val

Lys

Gln

Trp

540

Trp

val

Fhe

365

Asn

Cys

Arg

Leu

FPhe

445

Arg

val

Glu

Lys

Ser

525

Cys

Thr

His

350

Pro

Asn

Phe

Asp

Phe

430

Ile

Phe

Asn

His

Ile

510

Cys

His

Gln

His

Ile

val

Asn

Glu

415

Met

Lys

Met

Phe

Thr

495

Thr

Ser

Asp

Gln

His

575

Lys

Arg

Arg

400

Tyx

Gly

Gly

Gln

Leu

480

Leu

Lys

Gln

Lys

Ile

560

His
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<400 77

val val Asp Thr Tyr Tyr Asp Asp Gln Leu
1 5 10

<210> 78
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78
Ile Ser Cys Gly Ser Val Asn Arg Gly Thr Cys Gln Arg His Val Phe
1 5 10 15

Pro His Asn His Thr Ala Asp Ile Gln
20 25

<210> 79

<211> 18

<212> PRT

<213> Homeo sapiens

<4005 79

Ala Leu Gly Ala Lys Val Leu Ser Ser Val Lys Asp Arg Phe Ile Asn
1 5 10 15

Phe Phe

<210> 80

<2115 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80

Val Arg Arg Leu Lys Glu Thr Lys Asp Gly Phe Met
1 5 10

<210> 81

211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81
Asp Thr Tyr Tyr Asp Asp
1 5

170
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15

20

25

<210> 82

<211> 13

<212» PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82

His Val Phe Pro His Asn His Thr Ala Asp Ile Gln Ser
1 5 10

<210> 83

211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83

Phe Ile Asn Phe
1

<210> 84

<211> 8

<212> PRT

<213> Homao sapiens

<400> 84

Lys Glu Thr Lys Asp Gly Phe Met
1 5

<210> 85

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85

Tyr Lys Thr Gly Pro Val Leu Glu His Pro Asp Cys Phe Pro Cys Gln

1 3 10

Azp Cys Ser Ser Lys Ala Asn Leu
20

<210> 86
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
171
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15

20

25

30

<400> 86
Cys Phe Pro Cys Gln Asp Cys Ser Ser Lys Ala
1 5 10

<210> 87
<211> 7

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>

<2215 gesitli_ozellikler

222> (4)..(4)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>

<221> gesitli_dzellikler

<222> (6)..(6)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 87

Gly Thr Ser Xaa Leun Xaa Ser
1 5

<210> 88

<2115 12

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<2215 ¢esith ozellikler
<222> (7)..(7)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 88
Ser Val Ser Ser Ser Val Xaa Ser Ile Tyr Leu His
1 5 10

172
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30

<210> 89
<211> 9

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>

<2215 ¢esitli_ozellikler

<222> (1)..(2)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir
<220>

<221> gesitli_ozellikler

<222> (4)..(4]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 89

Xaa Xaa Tyr Xaa Gly Tyr Pro Leu Thr

1 5

<210> 90

<211> 17

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<221> cesitli_ozellikler
<222> (12..(12)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<2215 gesitli_ozellikler

173
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<222> (14)..(14]
<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 90

Trp Ile Tyr Prc Val Thr Gly Asp Thr Tyr Tyr Xaa Glu Xaa Phe Llys
1 5 10 15

Gly

<210> 91
<211>7

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>

<221> gesitli_ozellikler

<222> (6)..(6)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 91

Gly Tyr Gly Ala Phe Xaa Tyr
1 5

<210> 92

<211> 17

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<221> gesitli dzellikler
<2225 (5)..(5]

<2235 Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<221> cegitli_ozellikler

174
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<222> (7)..(8]
<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 92

Arg Val Asn Pro Xaa Arg Xaa Xaa Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Glu
1 5 10 15

Gly

<210> 93
<211> 6

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<221> gesitli_ozellikler
<222> (1)..(1]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>

<221> ¢esitli ozellikler

222> (3)..(3]

<2235 Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 93

Xaa Asn ¥aa Leu Asp Tyr
1 5

<210> 94

<211> 108

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<221> cegitli_ozellikler

175
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<222> (54)..(54]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<2215 gesitli_dzellikler
<222> (56)..(56]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 94
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Val Ser Ser Ser Ile Ser Ser Thr
20 25 30

Asn Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Thr Ser Xaa Leu Xaa Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 80

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro
85 90 95

Tyr Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 95

<2115 108

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<2215 ¢esith_ozellikler
<2225 (30]..(30]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<221> gesitli_ozellikler

176
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<222> (90}..(91]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>

<2215 gesitli_dzellikler
<222> (93]..(93)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 95

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Tyr Leu His
35

Ile Tyr Ser
50

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp

Leu Thr Phe

<210> 96
<211 115
<212» PRT

Met

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

B85

Gly

<213> Yapay Dizi

<220>

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

<223> Sentetik Olusum

<220>

<221> gesitli dzellikler
<222> (61]..(61)

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>

<221> gesitli_ozellikler

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Ser

val
25

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
108

Ser
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Haa

30

Glu

Leau

Ser

Lys

val

Thr

75

Xaa

Ile

177

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Ala

val

Pro

45

Ser

Ser

Xaa

Ser

Xaa

Lys

Arg

Ser

Gly

val
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Ile

Leu

Ser

Gln

80

Pro
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<222> (63)..(63]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<2215 gesitli_dzellikler
<222> (104)..(104]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 96
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val
1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Gly Trp Ile Tyr Prec Val Thr Gly Asp Thr Tyr
50 55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser

65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
85 20

Ala Arg Gly Tyr Gly Ala Phe Xaa Tyr Trp Gly
100 105

Thr Val Ser
115

<210> 97

<211> 114

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>
<223> Sentetik Olusum

<220>
<2215 gesitli_ozellikler

178

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

Lys

Phe

Leu

45

Xaa

Ser

Val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr
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<222> (54)..(54]

<2235 Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir
<220>

<2215 gesitli_dzellikler

<222> (56]..(57]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<2215 ¢esitli_ozellikler
<222> (99)..(99]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<220>
<221> gesitli_ozellikler
<222> (101}..(101]

<223> Xaa dogal olarak olusan herhangi bir amino asit olabilir

<400> 97

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp

20 25 30

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp

35 40 45

Gly Arg Val Asen Pro Xaa Arg Xaa Xaa Thr Thr Tyr Asn Gln Lys

50 55 60

Glu Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala

65 70 75

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

85 20 95

Ala Arg Xaa Asn Xaa Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

100 105 110

Val Ser
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Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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