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OZET
ISLENMIS ANTI-IL-23P19 ANTIKORLARIN SOLUSYON
FORMULASYONLARI

Mevcut bulug, anti-insan interlkin-23 pl19 (IL-23p19) antikoru hum13B8&-b'nin

yilksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarint  ve bunlanin  ¢esitli

rahatsizliklarin tedavi edilmesinde kullanimlarini saglar.
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1.

ISTEMLER

Anti-IL-23p19 antikoru hum[3B8-b'nin bir soliisyon formiilasyonudur,

asagidakileri icermesidir:

a) en az 50 mg/ml anti-IL-23p19 antikoru hum13B8-b;
b) 10 mM histidin tamponu, pH 6.0;

c) %0.05 polisorbat 80; ve

dy %7 siikroz,

burada sz konusu antikor hum13B8-b asagidakileri icerir:

1) SEQ ID NO: 2 dizisini iceren bir hafif zineir polipeptidi; ve
11) SEQ ID NO: 1 dizisini iceren bir agir zincir polipeptidi.

. Istem 1'¢ gore soliisyon formiilasyonudur, en az 80 mg/ml anti-1L.-23p19

antikoru hum13B8-b igerir.

. Istem 2'ye gére soliisyon formiilasyonudur, en az 100 mg/ml anti-1L-23p19

antikoru hum13B8-b icerir.

Istem 1'e gore soliisyon formiilasyonudur, 80 - 120 mg/ml anti-IL-23p19

antikoru hum13B8-b icerir.

. Istem 4'e goére soliisyon formiilasyonudur, 100 mg/ml anti-IL-23p19

antikoru hum13B8-b igerir.
Bir otoimmiin hastaligmm, enflamatuar hastaligin  veya proliferatif

rahatsizligin tedavi edilmesinde kullamma yonelik istemler 1-5ten

herhangi birine gore soliisyon formiilasyonudur.
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7. Istem 6'ya gore kullamma yénelik formiilasyonudur, burada formiilasyon

deri altindan uygulanir.

8. Istem 7'ye gdre kullanima yonelik formiilasyondur, burada deri alti
uygulamasi bir siringa, bir otoenjektor, bir enjektdr kalemi veya bir ignesiz

enjeksiyon cihazi kullanilarak enjeksiyonla ger¢eklestirilir.

9. Istem 6'ya gore kullanima yonelik formiilasyondur, burada formiilasyon ii¢

aylik araliklarla uygulanir.

10. Istem 6'ya gore kullanima yonelik formiilasyondur, burada enflamatuar

hastalig1 sedef hastaligidir.
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TARIFNAME
ISLENMIS ANTI-IL-23P19 ANTIKORLARIN SOLUSYON
FORMULASYONLARI

BULUSUN SAHASI

Mevcut bulus, genel olarak terapotik antikorlarin yiiksek konsantrasyonlu
soliisyon formiilasyonlar1 ve bunlarin cesitli rahatsizliklarin tedavi edilmesinde

kullanimlar ile ilgilidir.

BULUSUN ALT YAPISI

Interlokin-23 (IL-23), IL-23'e mahsus olan pl9 ve Interlkin-12 (IL-12) ile
paylasilan p40 olmak iizere 1ki alt iiniteden olusan bir heterodimerik sitokindir.
P19 alt iinitesi IL.-6, graniilosit-koloni stimiile edici faktor (G-CSF) ve IL.-12'nin
p35 alt tnitesi ile yapisal olarak ilgilidir. I1.-23, 1L.-12 reseptoriine mahsus olan
IL-23R ve IL-21 reseptoril ile paylasilan IL-12R[ 1 olmak {izere iki alt iinite iceren
bir heterodimerik reseptore baglanarak sinyallemeye aracilik eder. Bir takim
onceden yapilmus ¢alismalar, p40'ta (p40 nakavt fare; p40OKO faresi) bir genetik
eksikligin sonuclanmn, drregin bir p35KO faresinde p35 eksikligi ile,
gozlemlenenlerden daha siddetli oldugunu gostermistir. Bu sonuglar sonug¢ olarak
IL-23'iin kestedilmesi ve p40KO'nun sadece IL-12'nin degil aym zamanda IL-
23'tin ekspresyonunu da oOnlediginin fark edilmesiyle agiklanmistr. Bakiniz,
drnegin, Oppmann et al. (2000) Immunity 13:715-725; Wiekowski et al. (2001) J.
Immunol. 166:7563-7570; Parham et al. (2002) J. Immunol. 168:5699-708; Frucht
(2002) Sci STKE 2002, E1-E3; Elkins et al. (2002) Infection Immunity 70:1936-
1948).

P40 KO farelerinin kullanimi hakkindaki son calismalar, hem IL-23 hem de IL-
12'nin blokajinin ¢esitli enflamatuar ve otoimmiin hastaliklarina yonelik olarak bir

etkili tedavi oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, IL-12 ila p40'in blokajinin,
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firsat¢1 mikrobiyal enfeksiyonlara kars arttirilmig duyarhlik veya arttinilmig timor
riski gibi istenmeyen sistemik sonuglara sahip oldufu goriilir. Bowman et al.
(2006) Curr. Opin. Infect. Dis. 19:245; Langowski et al. (2006) Nature 442:461.
Buna gbre, drnegin enfeksiyonla savasmada ve bagisiklik gézetiminde IL-12'nin
faydali aktiviteleri ile cakigmadan, IL-23'iin patojenik enflamatuar aktivitesi ile
cakistigindan, IL-23'tn pl9 alt unitesinin spesifik blokaji insan hastaliginin

tedavisinde tercih edilir.

Sitokin aktivitesini bloke etmek iizere terapdtik antikorlar kullanilabilir.
Antikorlarin yasayan organizma icinde bir terapttik ajan olarak kullanilmasinda
tnemli bir sinirlama antikorlarin immiinojenikligidir. Insan olmayan tiirlerden
tiiretilen monoklonal antikorlara yonelik olarak, insanlarda tekrarlanan kullanim,
terapdtik antikora kargi bir immiin yamtimm iiretimi ile sonuglanir. Bu tiir bir
bagisiklik yamti bir minimumda bir terapdtik etkinlik kaybi ve potansiyel olarak
bir dliimciil anafilaktik yanit ile sonuclanir. Buna gére, hiimanize edilmis veya
tamamen insan antikorlarn gibi insanlarda indirgenmis immiinojeniklik antikorlar
insan deneklerin tedavisine yonelik olarak tercih edilir. IL-23p19'a Grnekleyici
terapétik antikorlar, U.S. Patent Basvurusu Yayin No. 2007/0009526 ve
Uluslararas1 Patent Yayim No'lar. WO 2007/076524, WO 2007/024846, WO
2007/147019 ve WO 2009/043933’te aciklamar. Ek hiimanize edilmis anti-IL-
23p19 antikorlan, Uluslararas: Patent Yayin No’lar. WO 2008/103432 ve WO
2008/103473 olarak yayinlanan yaygin olarak tahsis edilmis basvurularda ve
yaygin olarak tahsis edilmis U.S. Patent Basvurusu Yayin No. 2007/0048315°te

aciklanir.

Insanlarda kullamma yonelik antikor ilaglari, bunlarm sabit alanlarmin amino asit
sekansinda veya bunlarin degisken alanlar icerisindeki cerceve sekanslarinda bir
miktar farklihk gdsterebilir, ancak tipik olarak en dramatik olarak CDR
sekanslarinda farkhilik gosterirler. Aym proteine, aym polipeptide veya potansiyel
olarak ayni epitopa bile baglanan antikorlar bile tamamen farkli CDR sekanslar1

icerebilir. Insanlarda kullanima yonelik terapdtik antikorlar aym zamanda, yine
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potansiyel CDR sekanslarinda daha fazla cesitlilige yol agarak, insan germ hatti
antikor dizisinden veya hiimanize edilmis antikorlarda oldugu gibi, insan olmayan
(6rnegin, kemirgen) germ hatt antikor dizilerinden de elde edilebilir. Bu sekans
farkliliklari, soliisyon iginde farkli stabiliteler ve soliisyon parametrelerine farkli
yanit verebilirlik ile sonuglanir. Ek olarak, amino asitlerin diizenlenmesindeki
kiiciik degisiklikler veya bir veya birka¢ amino asit tortusundaki degisiklikler,
onemli Ol¢tide farkli antikor stabilitesi ve sekansa 6zgii bozulma yolaklarina karsi
hassashik ile sonug¢lanabilir. Sonu¢ olarak, antikor stabilitesini optimize etmek
izere gerekli olan soliisyon kosullarinin 6ngoriilmesi simdiki durumda miimkiin
degildir. Optimum soliisyon formiilasyonunu belirlemek tizere her bir antikor ayr1

olarak ¢alisilmalidir. Bhambhani et al. (2012) J. Pharm. Sci. 101:1120.

Antikorlar, ayn1 zamanda, érnegin hormonlar ve sitokinler gibi diger terapotik
proteinler ile karsilastinldiginda, nispeten yiiksek molekiler agirlikli proteinlerdir
(~ 150.000 Da). Sonug¢ olarak, ilacin istenen molar konsantrasyonlarim elde
etmek lizere ¢cogu zaman nispeten yiiksek agirhkta antikor ilaclart miktan ile
dozlama yapilmas1 gereklidir. Ek olarak, bu kendi kendine uygulamaya olanak
sagladigindan, cogu kez antikor ilaglanmin deri altindan uygulanmasi istenir.
Kendi kendine uygulama, érnegin damar icinden uygulamaya y6nelik olarak tibbi
bir tesise ziyaretler ile iligkili zaman ve masrafi onler. Deri altindan verim,
pratikte bir enjeksiyon bélgesinde genel olarak yaklasik 1 ila 1.5 ml olan bir tek
enjeksiyon halinde verilebilen soliisyon hacmi tarafindan sinirlandiriir. Deri
altindan kendi kendine uygulama, tipik olarak, hastanin enjeksiyondan dnce ilaci
yeniden askiya alma ihtivacini dnlemek iizere, bir liyofilize formdan ziyade, ilacin
bir s1vi soliisyon formiilasyonu ile doldurulmusg bir 6nceden doldurulmus siringa
veya otoenjektér kullamlarak vyerine getirilir. Daha yiiksek ila¢ dozlarin
verilmesine yonelik olarak, bu hacim smrlamast yiksek konsantrasyonlu
soliisyon formiilasyonlarinin gelistirilmesine ¢ok dnem verir. Bununla birlikte, bu
tir ylksek antikor konsantrasyonlari, makromolekiiler yiikleme etkileri ve
arttirillmig  protein-protein  etkilesimleri  sergilerler, bu, renk oynasim,

kendiliginden birlesme, toplanma, yayilma ve faz aynlmasi1 gibi fiziksel
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stabilitesizlikler 1ile sonuglamir. Bu tiir yiiksek konsantrasyonlu antikor
soliisyonlarn aym zamanda oOnceden doldurulmus siringalarda ve otoenjektor
cihazlarda smmngalanabilirligi  indirgeyen yiiksek viskozite (drnegin, >10
santipoiz) sergileyebilir. Antikor ilaglant etkinlik ve tutarh dozlamayi garanti
altina almak tizere depolama sirasinda stabil olmalidir, bu nedenle, segilen
formiilasyonun yiiksek konsantrasyon, berraklik ve kabul edilebilir viskozite gibi
istenen Gzellikleri desteklemesi ve ayni zamanda, bu 6zellikleri ve ilag etkinligini
tipik depolama kosullar1 altinda bir kabul edilebilir sekilde uzun raf émrii boyunca

muhafaza etmesi de son derece énemlidir.

Sonug olarak, insan IL-23pl1%a baglanan antikorlar gibi, terapétik antikorlarin
stabil, yiilksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarina yonelik ihtiyag
mevcuttur. Bu tiir stabil soliisyon formiilasyonlan tercih edildigi iizere, karsilik
gelen ilag iirtintine yonelik bir uzun raf 6mrii ile sonuglanan, kendi kendine
uygulamaya yénelik ilaglann depolanmasina ydnelik tipik sartlar altnda, diger bir
ifadeyle bir sinnga iginde buzdolabr sicakliginda, aylar ila yillar boyunca stabilite
sergileyecektir. Bu tiir stabil, yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlari,
antikor ilacinin, kendi kendine uygulama ile yiiksek konsantrasyonlu deri alti

enjeksiyonuna yonelik olarak paketlenmesine olanak saglayacaktir.

Histidin tamponu pH 6, polisorbat 80 ve siikroz igeren terapotik antikorlarin
formiilasyonlann WQ2008/157409, W02012/135408 ve Nicholas Warne ED-Lehr
Claus-Michael et al., (European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
Vol 78, No 2, 208-212)’de agiklanmir. Liyofilize edilmis anti-1L-23p19 antikorlar
formiilasyonlari US2011/0229490'da aciklanir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI
Mevcut bulus, hiimanize edilmis anti-IL-23p19 antikoru 13B8-b'nin ("hum13B8-

b") yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarim saglar. Antikor

hum13B8-b, SEQ ID NO: 2 dizisine sahip iki 6zdes hafif zincir ve SEQ ID NO: 1
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dizisine sahip iki oOzdes afir zincir igerir. Bir diizenlemede, soliisyon
formiilasyonu, a) en az 50 mg/ml anti-IL-23p19 antikoru hum13B8-b; b) 10 mM
histidin tamponu, pH 6.0; ¢) %0.05 polisorbat 80; ve d) %7 siikkroz igerir, burada

s0z konusu antikor hum13B8-b asagdakileri igerir:

1) SEQ ID NO: 2 dizisini igeren bir hafif zincir polipeptidi; ve
i1) SEQ ID NO: 1 dizisini iceren bir agir zincir polipeptidi.

Cesitli diizenlemelerde, mevcut bulusun soliisyon formiilasyonlart en az 50, 80,
90, 100, 110 veya 120 mg/ml antikor hum13B8-b icerir. Diger diizenlemelerde,
mevcut bulusun soliisyon formiilasyonlari yaklasik 80 - 120 mg/ml antikor
hum13B8-b, 80 - 120 mg/ml antikor hum13B8-b, yaklasik 100 mg/ml antikor
hum13B8-b ve 100 mg/ml antikor hum13B8-b igerir.

Bagka bakis acisinda, bulus, bunlarla simirh olmamak {iizere, enflamatuar hastalik,
otoimmiin hastalik, proliferatif rahatsizhiklar, kanser, enfeksiyoz hastaliklar
(érnegin, kronik enfeksiyonlar dahil olmak iizere bakteriyel, mikobakteriyel, viral
veya mantar enfeksiyonu), artrit, sedef hastalifi, psoriatik artrit, entezit, ankilozan
spondilit, Crohn hastalig1 ve iilseratif kolit dahil olmak lizere enflamatuar bagirsak
hastalig1, coklu skleroz, iiveit, graft versus host hastaligl, sistemik lupus
eritematoz ve diyabeti dahil eden rahatsizliklan tedavi etmek iizere kullanima
yonelik olarak mevcut bulugun anti-IL-23p19 antikor hum13B8-b'nin yiiksek
konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlan ile ilgilidir. Yine baska bakis acisinda,
bulug, bu aym rahatsizliklarin tedavisinde kullamima yOnelik olarak bir ilacin
imalatinda anti-IL-23p19 antikoru hum13B8-b'nin yiiksek konsantrasyonlu

soliisyon formiilasyonlarinimn kullanimu ile ilgilidir.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

SEKIL 1, hum13B8-b'yi iceren formiilasyonlara yonelik optimal tampon ve pH

kosullarin1 belirlemek iizere kullamlan verileri gosterir. SEKIL 1A, cesitli 1
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mg/mL antikor formiilasyonlarina yonelik olarak, diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) tarafindan belirlendigi Gizere, yayilma sicakligim ve RP-HPLC taratindan
olgiildiigi iizere saflik yiizdesini gosterir ve SEKIL 1B, birkag farkh tampona
(asetat, sitrat, fosfat ve Tris) yonelik olarak bir pH fonksiyonu olarak, HP-SEC
tarafindan olctildiigli iizere, monomer yiizdesini ve gec ayrisan piklerin ytizdesini
gdsterir. DSC ve HP-SEC'in kisa tartismalari sirastyla Ornekler 2 ve 3'te saglanur.
SEKILLER 1C - 1E, sirasiyla, renk oynasimi (ODssp), dinamik 1sik sagilimi
(DLS) tarafindan o&lgiildiigi iizere hidrodinamik boyut (nm) dagilimi ve DSC
tarafindan belirlendigi iizere erime sicakligt dahil olmak {iizere, pH'in bir
fonksiyonu olarak 10 mM sitrat formiilasyonlarinin ¢esitli 6zelliklerini gosterir.
DLS ve DSC'nin kisa tarismalari sirasiyla Ornekler 4 ve 2'de saglamr.
SEKILLER IF ve 1G, viiksek performansli iyon degistirme kromatografisi (HP-
IEX) tarafindan belirlendigi {izere, sirasiyla, zamanla ge¢ ayrnigan piklerin
yiizdesini ve ana tepe yiizdesini gosterir. HP-IEX 'in kisa bir tarigmas1 Ornek 5'te
saglanr.

SEKIL 1J, DLS tarafindan belirlendigi iizere, daha konsantre antikor
formiilasyonlarina (50 ve 100 1mg/ml) yonelik olarak hidrodinamik boyut (nm)
dagilimunt gosterirken, SEKILLER 1H ve 11, farkli pH'larda cesitli tamponlarda
diisiilk konsantrasyonlu antikor formiilasyonlarina (1 mg/ml) yonelik olarak,
sirastyla, dinamik 11k sacilimi (DLS) ile Olciildiigii tizere, renk oynagimi (OD3s0)
ve hidrodinamik boyutu (nm) gosterir. DLS'nin kisa bir tartigmas1 Ornek 4'te
saglamr.

SEKIL 1K, HP-SEC tarafindan belirlendigi iizere, zaman iginde farkli pH'larda
cesitli tamponlarda gec ayrisan piklerin yiizdesini gosterir. HP-SEC'in kisa bir
tartigmasi Ornek 3'te saglanir.

SEKILLER 2A ve 2B, sirastyla, cesitli eksipiyanlar (100 mM NaCl, %7 siikroz,
%7 trehaloz ve %6 mannitol) iceren huml3B8-b formiilasyonlarina yonelik
olarak, DSC tarafindan belirlendigi iizere, yayilma sicakhigini ve renk
oynastmindaki degisiklikleri gosterir. DS ila¢ maddesine refere eder. DSC'nin kisa

bir tartismas1 Ornek 2'de saglanir.
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SEKILLER 3A ve 3B, sirastyla, HP-SEC tarafindan belirlendigi iizere, antikor
yizdesini ve erken ayrisan pik yiizdesini gosterir ve Sekil 3C, yiizey aktif
cisminin (%0.05 polisorbat 20, %0.05 polisorbat 80 veya Pluronic F-68)
varhiginin veya yoklugunun bir fonksiyonu olarak, bes giinliik ¢alkalamadan dnce
ve sonra, renk oynasimini gosterir. Yiizey aktif madde icermeyen (NS) numuneye
yonelik 5 Giinlik Calkalama degeri gercekte 3'iin iizerinde ve bdylece dlgegin
oldukca disidir. HP-SEC'in kisa bir tartismasi Ornek 3'te saglanir.

SEKiL 4, cesitli kosullar alanda saklandiginda, 10 mM tampon, %7 siikroz ve
9%0.05 polisorbat 80 iceren asetat ve histidin antikor formiilasyonlarinin
stabilitesini gosterir. Numuneler, 2.0 ml'lik cam siselerde 1.5 ml’lik numuneler
olarak saklanmistir. SEKIL 4A, 5 °C'de (ortam bagil nemi) veya RH4 kosullari
altinda (40 °C, %75 bagil nem) saklandiginda, HP-SEC taratindan 6lcilen
monomer antikor ylizdesi tarafindan yansitildigr iizere, 50 ve 100 mg/ml antikor
preparasyonlarimin stabilitesini gésterir. HP-SEC'in kisa bir tartismas1 Ornek 3'te
saglanr.

SEKILLER 4B - 4D, HP-SEC tarafindan belirlendigi iizere, sirasiyla monomer
yiizdesi, HMW tiirleri ve LMW tiirlerinin grafikleridir, ¢esitli saklama kosullan
altinda "25H" 25 °C, %60 bagil nemde saklamaya refere eder. SEKILLER 4B -
4D’ nin ordinatlarin (zaman eksenleri) dogrusal olmadigini not ediniz. HP-SEC'in
kisa bir tartismas1 Ornek 3'te saglanir.

SEKILLER 4E ve 4F, sirasiyla ana pik ve asidik varyantlarin yiizdelerinin
Olciilmesiyle antikor stabilitesini izleyen HP-IEX deneylerinin sonuglarinin
grafikleridir. HP-IEX'in kisa bir tartismas1 Ornek 5'te saglanir.

SEKILLER 4G - 41, sirasiyla, 5 °C, 25 °C (25H) ve 40 °C'de (RH4) saklamadan
sonraki 15tk oynastmm grafikleridir. SEKILLER 4] ve 4K, sirasiyla, RH4 (40 °C,
%75 bagil nem) ve 5 °C'de ve 40 °C'de ve 5 °C'de saklamadan sonra, peptit
haritalamasiyla 6l¢iildiigii tizere, oksidasyonu gosterir. Peptit haritalamanin kisa
bir tarismasi Ornek 6'da saglanir.

SEKILLER 4L ve 4M, sirasiyla, baslangic numunelerine ve 5 °C veya RH4

kosullarinda 4.5 ay saklanan numunelere yonelik olarak, asetat ve histidin
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formiilasyonlar1 hakkindaki DSC deneylerinden gelen yayilma grafikleridir.
DSC'nin kisa bir tartismas1 Ornek 2'de saglanir.

10 mM asetat ve 10 mM hisudin formiilasyonlarinin stabiliteleri, HP-SEC
tarafindan olciildiigii iizere, monomer yiizdesi olarak ve yiiksek molekiiler
agirlikls tiirlerin ylizdesi olarak olclilmiistiir. Stabilite 5 °C (£3 °C), 25H (25 °C,
%60 bagil nem) veya RH4'te (40 °C, %75 bagil nem) saklanan numunelere
yonelik olarak olciilmiistir. Sonuclar SEKILLER 4A ve 4B'de sunulur. HP-
SEC'in kisa bir tartismas1 Ornek 3'te saglanir.

SEKIL 5, 30 mL etilen-vinil-asetat (EVA) siv1 temas katmam Celsius® Pak
torbalarinda ila¢ maddesi olarak saklandiginda mevcut bulusun antikor
tormiilasyonlarina yonelik stabilite verilerini sunar. Veriler, 10 mM Histidin
tamponu (pH 6.0), %7 siikroz, %0.05 polisorbat 80 ve antikor hum13B8-b iceren
formiilasyonlara yonelik olarak sunulur. SEKILLER SA - 5C, sirasiyla, ii¢ farkli
huml13B8-b (Parcalar A, B ve () preparasyonuna yonelik olarak protein
konsantrasyonu, biyolojik potens (hiicre bazli fonksiyonel analiz tarafindan
Olciildiigi tizere) ve biyolojik potens (ELISA tarafindan Olciildiigii iizere)
grafikleridir. Protein konsantrasyonu belirleme, hiicre bazli fonksiyonel analizler
ve ELISA"arin kisa tartismalar1 sirasiyla Ornekler 7, 8 ve 9'da saglanir.
SEKILLER 5D - 5G, sirasiyla, asidik varyantlar, ana pik, ana pik sonrasu tiirler ve
bazik varyantlann yiizdelerinin ¢l¢iilmesiyle antikor stabilitesini izleyen HP-IEX
deneylerinin sonuclarinin grafikleridir. HP-IEX'in kisa bir tartismas1 Ornek 5'te
saglamr.

SEKIL 5H, HP-SEC tarafindan 6lgiildiigii lizere, monomer yiizdesini gisterir. HP-
SEC'in kisa bir tartismast Ornek 3'te saglanir.

SEKILLER 5I ve 5, sirastyla, indirgeyici olmayan CE-SDS ile ana pikin
ylizdesinin veya indirgeyici CE-SDS ile agir ve hafif zincirlerin yiizdesinin
olciilmesiyle saflig1 gosterir. CE-SDS'nin kisa bir tartismasi Ornek 10'da saglanr.
SEKILLER 5K ve 5L, HP-SEC tarafindan &lciildiigii iizere, sirastyla yiizde HMW
ve LMW tiirlerini gosterir. HP-SEC'in kisa bir tartismas1 Ornek 3'te saglanir.
SEKIL 6, 30 mL etilen-vinil-asetat (EVA) siv1 temas katmam Celsius® Pak

torbalarinda ila¢ maddesi olarak saklandiginda mevcut bulusun antikor
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formiilasyonlarina (antikor Parcalan A ve B) yonelik ek stabilite verileri sunar.
Veriler, 10 mM Histidin tamponu (pH 6.0), %7 siikroz, %0.05 polisorbat 80 ve
antikor hum13B8-b igeren formiilasyonlara yonelik olarak sunulur. SEKILLER
6A ve 6B, sirasiyla ELISA tarafindan 6l¢iildiigii lizere ve hiicre bazl fonksiyonel
analiz tarafindan olciildiigii tizere biyolojik potens grafikleridir. ELISA ve hiicre
bazli fonksiyonel analizlerin kisa tartismalart sirastyla Ornekler 9 ve 8'de saglanr.
SEKILLER 6C - 6E, cesitli saklama kosullan altinda HP-SEC tarafindan
belirlendigi lizere sirasiyla monomer yiizdesi, HMW tiirleri ve LMW tiirlerinin
viizdelerinin grafikleridir. HP-SEC"in kisa bir tartismas1 Ornek 3'te saglanr.
SEKILLER 6F ve 6G, sirasiyla, indirgeyici olmayan CE-SDS ile ana pikin
ylizdesinin veya indirgeyici CE-SDS ile agir ve hafif zincirlerin ylizdesinin
dlciilmesiyle saflig1 gosterir. CE-SDS'nin Kisa bir tartismasi Ornek 10'da saglanir.
SEKILLER 6H - 6K, sirasiyla, asidik varyantlar, ana pik, ana pik sonras tiirler ve
bazik varyantlarnin yiizdelerinin 6lciilmesiyle antikor stabilitesini izleyen HP-IEX
deneylerinin sonuclarinin grafikleridir. HP-IEX'in kisa bir tartismas1 Ornek 5'te
saglanr,

SEKIL 7, 100 mg/ml antikor konsantrasyonunda ve 1.0 ml doldurma hacminde
onceden doldurulmus siringalardaki birim dozlarda ilag iiriinii olarak 5 °C'de (3
°C) saklandiginda mevcut bulusun antikor formiilasyonlarima yonelik stabilite
verileri sunar. SEKIL 7A, uv emilimi tarafindan belirlendigi iizere dort farkl
hum13B8-b (Parcalar D, E, F, G ve H) preparasyonlarina yonelik protein
konsantrasyonunun bir gratigidir. Protein konsantrasyonu belirlemelerinin kisa bir
tarngmas1 Ornek 7’ de saglanir.

SEKILLER 7B ve 7C, dort farkh huml3B8-b (Pargalar E, F, G ve H)
preparasyonuna yonelik olarak, sirasiyla, hiicre bazli fonksiyonel analiz tarafindan
Olciildiigii iizere ve ELISA tarafindan olciildiigii iizere biyolojik potens
grafikleridir. Hiicre bazli fonksiyonel analizleri ve ELISA'larin kisa tartismalari
sirastyla Ornekler 8 ve 9'da saglanir.

SEKILLER 7D - 7F, HP-SEC tarafindan belirlendigi iizere, sirasiyla HMW
tiirleri, monomer ve LMW tiirlerinin ylizdesinin grafikleridir. HP-SEC'in kisa bir

tartismasi Ornek 3'te saglanur.
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SEKILLER 7G - 7J, sirasiyla, ana pik, asidik varyantlar, bazik varyantlar ve ana
pik sonrasi tiirlerin yiizdelerinin 6l¢iilmesiyle antikor stabilitesini izleyen HP-IEX
deneylerinin sonuglarnin grafikleridir. HP-IEX'in kisa bir tartismasi Ornek 5'te
saglanir.

SEKILLER 7K ve 7L, sirasiyla, indirgeyici olmayan CE-SDS ile ana pikin
ylizdesinin veya indirgeyici CE-SDS ile agir ve hafif zincirlerin yiizdesinin

olciilmesiyle saflig1 gosterir. CE-SDS'nin kisa bir tartismasi Ornek 10'da saglanr.

DETAYLI ACIKLAMA

Ekli istemler dahil olmak iizere, burada kullanildig: iizere, "bir", "bir" ve "bir"
gibi tekil kelime formlari, baglam acik¢a aksini belirtmedigi siirece bunlarin
karsihk gelen c¢ogul referanslanim igerir. Asagidaki Tablo 10, bu bagvuruda
kullanilan sekans tamimlayicilarninin bir listesini saglar. Aksi belirtilmedigi siirece,
burada refere edilen proteinler ve denekler, bagka tiirlerden ziyade insan
proteinleri ve insan denekleridir. Burada kullamldifn iizere, "SEKIL X", ayn ayn

SEKILLER XA - XZ’nin tiimiine toplu olarak refere eder.

I. Tamimlar

"Proliferatif aktivite", kanser, tiimorler, displazi, hiicre transformasyonu, metastaz
ve anjiyogenezin yam sira, drrnegin, normal hiicre boliiniimiini tesvik eden, buna
yonelik olarak gerekli olan veya bunlar ile spesifik olarak iligkili olan bir

aktiviteyi kapsar.

Burada kullanildig: iizere, "¢ok degisken bolge” terimi, antijen baglanmasindan
sorumlu clan bir antikorun amino asit kalintilarina refere eder. Cok degisken
bolge, hafif zincirli degisken alandaki bir "tamamlayicilik belirleme bélgesinden”
veya "CDR"den gelen amino asit kalintilarin (Grregin, kalintilar 24-34 (CDRLI),
50-56 (CDRL2) ve 89-97 (CDRL3) agir zincirli defisken alandaki 31-35
(CDRH1), 50-65 (CDRH2) ve 95-102 (CDRH3) kalintilarimi (Kabat et al. (1991)
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Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5Sth Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md.) ve/veya bir "¢cok degisken halkadan"
gelen kalinulan (diger bir ifadeyle, hafif zincirli degisken alandaki 26-32 (L1),
50-52 (L2) ve 91-96 (L3) ve agir zincirli degisken alandaki 26-32 (HI), 53-55
(H2) and 96-101 (H3) kalintilar1 (Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196; 901-
917) igerir. Burada kullamildig: iizere, "c¢ergeve” veya "FR" kalinulart terimi,
burada CDR kalintilar1 olarak tanimlanan ¢ok degisken bolge kalintilart disindaki
degisken alan kalintilarina refere eder. Yukaridaki kalintt numaralandirma, Kabat
numaralandirma sistemi ile ilgilidir ve eslik eden Sekans Listelemede sekans

numaralandirmasina ayrintili olarak karsilik gelmesi zorunlu degildir.

"Bagsiklik kosulu” veya "bagisiklik rahatsizlig1", drnegin, patolojik inflamasyon,
bir enflamatuar rahatsizlik ve bir otoimmiin rahatsizlik veya hastaligi kapsar.
"Bagisiklik kosulu” aym zamanda, enfeksiyonlara, kalici enfeksiyonlara ve
enfeksiyonlar, tiimorler ve bagisikhik sistemi tarafindan yok edilmeye direng
gosteren kanserler dahil olmak iizere kanser, timdrler ve anjiyogencz gibi
proliferatif kosullara refere eder. "Kanserdz kosul" drnegin, kanser, kanser

hiicreleri, timorler, anjiyogenez ve displazi gibi kanser dncesi kosullari icerir.

"Enflamatuar rahatsizlik”, patolojinin, kismen veya tamamen, drnegin, immiin
sistemin hicrelerinin sayisindaki bir degisiklik, gé¢ hizindaki degisiklik veya
aktivasyonundaki degisiklikten sonuclandigi bir hastahk veya patolojik kosul
anlamna gelir. Bagigiklik sisteminin hiicreleri, drnegin, T hiicreleri, B hiicreler,
monositler veya makrofajlar, antijen sunan hiicreler (APC'ler), dendritik hiicreler,
mikroglia, NK hiicreleri, NKT hiicreleri, notrofiller, eozinofiller, mast hiicreleri
veya spesifik olarak immiinoloji ile iliskili herhangi bir bagka hiicreyi, 6rnegin,

sitokin iireten endotel veya epitel hiicreleri, icerir.
Burada  kullanildigi  tizere, konsantrasyonlarin, neredeyse farmasoétik

formiilasyonlarin imalatinda normal olarak bu tiir konsantrasyonlar ile iligkili

araliklar igerisinde oldugu seklinde yorumlanmalidir. Spesifik olarak,
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konsantrasyonlarin kesin olmast gerekmez, ancak GMP kosullarn altinda imal
edilen ilaclara yonelik olarak tipik olarak beklenen toleranslar igerisindeki
belirtilen konsantrasyonlardan farklilhik gosterebilir. Benzer bir sekilde, pH
degerleri, neredeyse, GMP kosullar1 altinda imal edilen ve tipik depolama
kosullar1 altinda depolanan 1laglara yOnelik olarak tipik olarak beklenen
toleranslar icerisindedir. Ornegin, mevcut bulusun histidin formiilasyonlarinin
6.0'lik bir pH’a sahip oldugu seklinde refere edilir, ancak tipik tolerans pH 6.0'dir
(£ 0.3). Aksi belirtilmedigi siirece, yilizde konsantrasyonlan agirhk/agirhik

konsantrasyonlardir.

I1. Yiiksek Konsantrasyonlu Soliisyon Antikor Formiilasyonlari

Tipik terapotik monoklonal antikorlar dort polipeptitten olugur: iki hafif zincirli
(drnegin, 214 amino asit uzunlugunda) ve iki agir zincirli (drnegin, 446 amino asit
uzunlugunda). Her bir zincir sirasiyla bir degisken alandan ve bir sabit alandan
olugur. Anti-IL-23p19 humlI3B8-b’ye yonelik degisken alanlar, hafif ve agir
zincirlere yonelik olarak, sirasiyla, 108 ve 116 amino asittir ve sabit alanlar 106
ve 330 amino asittir. Bir antikorun hedefine yonelik spesifisitesi biiyiik Olgiide,
sozde "gok degisken" veya "tamamlayicilik belirleyici" bolgeler (CDR'ler)
icerisine diisen diziler tarafindan belirlenir, bunlarin tig¢ii agir ve hafif zincirlerin
her birinin degisken alanlarinda bulunur. CDR'ler uzunluk bakimindan farkl
antikorlar arasinda degigiklik gosterebilir, ancak hum13B8-b'de CDR'ler agir
zincirler tizerinde 44 amino asit ve hafif zineir iizerinde 27 amino asit igerir. CDR
kalintilar1 farkli antikorlar arasinda olduk¢a degiskendir ve insan germ hatti
sekanslarindan (tamamen insan antikorlart durumunda) veya insan olmayan
(ornegin, kemirgen) germ hatti sekanslarindan kaynaklanabilir. Cerceve bdlgeleri
ayni zamanda antikordan antikora da ¢nemli Ol¢iide farklilik goésterebilir. Sabit
bolgeler, secilen antikorun bir lambda (A) veya kappa (k) hafif zincirine sahip olup
olmamasia bagl olarak ve antikorun (IgA, IgD. IgE, IgG veya IgM) simfina
(veya izotipine) ve alt sinifina (drnegin, 1gGl, 1gG2, 1gG3, IgG4) bagh olarak

degisiklik gosterecektir. Toplamlarim toplami, stmif, alt sinif ve hafif zincirli sabit
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alanlar bakimindan degiskenlik gosteren sabit alanlar ile, "¢ok degisken”
bolgelerdeki 71 amino asit dahil olmak iizere, 224'ii degisken alanlarda olmak
iizere, yaklasik olarak 650 amino asitten olusan yaklagik olarak 15,000 Da'lik bir

antikor molekiiliidiir.

Mevcut bulusun antikoru (anti-IL-23pl19 mAb huml3B8-b), aymi zamanda,
tamamen insandan ziyade insanlastirilmis olmasi bakimindan, bircok yakin
zamanda gelistirilen terapotik antikordan farkhilik gosterir. Sonuc olarak, CDR
sekanslari, insan germ hatti sekanslarindan ziyade, insan olmayan (bu durumda
fare) germ hatt1 sekanslarindan tiiretilir. Germ hatti sekanslari, somatik
hipermutasyondan tiiretilmis degisikliklerden baska, bir antikorun CDR
sekanslarinin tiiretildigi sekans repertuarini icerir ve sonug¢ olarak, bir fare germ
hattindan baslayan elde edilen CDR'lerin, bir insan hattindan baslayanlardan
sistematik olarak farklihk gostermesi beklenecektir. Ashinda, bu, farkli tiirlerin
kullanimi, ortaya ¢ikan CDR sekanslanndaki potansiyel cesitliligi arttirdigindan,
antikorlan  yiikseltmek iizere farkhh tiirlerdeki  bagisikhik  sistemlerinin
kullanilmasina yénelik temeldir. Insan germ hatti sekanslarinin kullanimu, altta
yatan CDR'lerin bunlarin kéken tiirlerine baglh olarak sistematik olarak farklilik
gosterecegi inancint yansitan, insan germ hatlarindan gelen CDR sekanslarinin
insanlarda diger tiirlerden tiiretilenlere gére daha az immiinojenik olmasi esasina
bagli olarak ¢ogu zaman hakli ¢ikanlir. CDR cesitliligindeki artigin yiiksek afinite
gibi istenen Ozelliklere sahip antikorlari bulma olasihigim arttirmasina ragmen,
ortaya ¢ikan antikorun bir sabit soliisyon formiilasyonunun gelistirilmesindeki

zorluklar1 daha da siddetlendirir.

Ayni antijene baglanan antikorlar bile sekans bakimindan ¢arpict bir sekilde
farklilik gosterebilir ve antijenleri tamamen ayirmak iizere sekans bakimindan
antikorlardan daha yakindan ilgili olmak zorunda degildir. Ornegin, mevcut
bulusun antikorunun degisken alanlari (hum13B8-b) sadece, baska anti-IL-
23p19%e 6zgii antikor CNTO 1959 (U.S. Pat. No. 7,993,645’in SEQ ID NO’lar:
116 ve 106°s1) ile yaklasik olarak %50 ila 60 sekans 6zdesligini paylasir. CNTO
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1959 bir tamamen insan antikorudur. Diisiik sekans benzerligine bagh olarak,
antikorlarin  kimyasal o©zelliklerinin ve boylece bunlann bozulmaya kars

duyarhiliginin, bunlarin ortak hedeflerine ragmen benzer olduklan varsayilamaz.

Yukanda gosterildigi Uzere, antikorlar soliisyon iginde cesitli bozulma ve
stabilitesizlik formlarmma maruz kalan biiylik, oldukca karmagik polipeptit
kompleksleridir. Antikorlarin sekansinin ve bdylece vyapisinin, cesitliligi cok
cesith kimyasal 6zelliklere yol acar. Antijen baglama spesifisitesindeki belirgin
sekansa Ozgll farkliliklarindan baska, antikorlar, cesiti bozucu yolaklara,
birikmeye ve ¢okelmeye karsi degisiklik gdsteren duyarlilik sergiler. Amino asit
yan zincirleri, histidin, fenilalanin ve prolin kalintilar1 iizerinde potansiyel olarak
kimyasal olarak reaktif bolgelerin yan sira, karboksi- (D,E), amino- (K), amid-
(N,Q), hidroksil- (§,T,Y), siilfthidril- (C), tiyoeter- (M) gruplar1 gibi reaktif
gruplarin varh@inda veya yoklugunda farkliik gosterir. Dogrudan antijen baglama
etkilesimlerinde yer alan amino asit yan zincirleri, yan zincir modifikasyonu ile
etkisizlestirmeye yonelik agik adaylardir, ancak diger pozisyonlardaki bozulma
ayn1 zamanda, CDR'lerin sterik oryantasyonu (drnegin, cerceve kalintilarindaki
degisiklikler), efektor fonksiyonu (érnegin, Fc bolgesinde - bakiniz, drnegin, Liu
et al. (2008) Biochemistry 47:5088) veya kendi kendine birlesme/toplanma gibi
faktorleri de etkileyebilir.

Antikorlar, herhangi bir sayida potansiyel bozulma yolagina maruz kalir.
Metiyonyon kalintilarmin antikorlarda, ¢zellikle CDR'lerde, oksidasyonu, antijen
baglanmasint bolmesi durumunda, bir problem olabilir. Presta (20035) J. Allergy
Clin. Immunol. 116: 731; Lam et al. (1997) J. Pharm. Sci. 86:1250. Diger
potansiyel bozulma yolaklari, asparagin deamidasyonunu (Harris et al. (2001)
Chromatogr., B 752:233; Vlasak et al. (2009) Anal. Biochem. 392:145) triptofan
oksidasyonunu (Wei et al. (2007) Anal. Chem. 79:2797), sisteinilasyonu (Banks et
al. (2008) J. Pharm. Sci. 97:775), glikasyonu (Brady et al. (2007) Anal. Chem.
79:9403), piroliitamat olusumunu {Yu et al. (2006) J. Pharm. Biomed. Anal.
42:455), disiilfit kanstirilmasim (Liu et al. (2008) J. Biol. Chem. 283:29266) ve
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hidrolizi (Davagnino et al. (1995) J. Immunol. Methods 185:177) igerir. Ionescu
& Vlasak (2010) Anal. Chem. 82:3198 de tartisilmustir. Bakiniz aymt zamanda Liu
et al. (2008) J. Pharm. Sci. 97:2426. Baz1 potansiyel bozulma yolaklan, sadece bir
spesifik amino asit kalintisinin varlifina degil, aym1 zamanda gevreleyen sekansa
da baglidir. Deamidasyon ve izoaspartat olusumu, N-G ve D-G sekanslarinin
ozellikle duyarli olmasiyla, (C-terminalinden) N veya D kalintilarini takip eden

peptit baginin bir kendiliginden intramolekiiler yeniden diizenlemesinden ortaya

cikabilir. Reissner & Aswad (2003) CMLS Cell. Mol. Life Sci. 60:1281.

Antikorlar aynm1 zamanda, depolama sirasinda sekansa 0zgii enzimatik olmayan
fragmantasyona da maruz kalir. Vlasak & Ionescu (2011) mAbs 3:253. D, G.5.T,
C veya N gibi reaktif yan zincirlerin varlifi, polipeptit omurgasini ayiran
intramolekiiler boliimme reaksiyonlan ile sonuglanabilir. Bu tiir sekansa ozgi
hidroliz reaksiyonlan tipik olarak kritik derecede pH. /d.”ye baghdir. Antikorlar
ayn1 zamanda, 6regin CDR'ler yiiksek sayida hidrofobik kalintilan icerdiginde,
sekansa bagh toplanmaya ugrayabilir. Perchiacca et al. (2012) Prot. Eng. Des.
Selection 25:591. Toplanma, deri altindan uygulamaya yonelik olarak yiiksek
konsantrasyonlarda formiile edilmesi gereken antikorlara ydnelik olarak 6zellikle
problemlidir ve c¢oziiniirlik /d.’yi arttirmak iizere yiiklii kalintilanin ilave

edilmesiyle antikor sekansim1 modifiye etmeye bile yol agmistir.

Potansiyel sekansa 0Ozgl stabilite sorunlarmin  antikorlar ile cesithligi
yansiildiginda, potansiyel antikor formiilasyonlann da cesitlidir. Her bir yeni
antikora ybnelik olarak bir takim farkli degisken siparis iizerine optimize
edilmelidir. Formiilasyonlar 6rnegin antikor konsantrasyonu, tampon, pH, yiizey
aktif maddenin varlig1 veya yoklugu, toniklestirici ajanlarin varligi veya yoklugu
(iyonik veya noniyonik), molekiiler kalabaliklastirici ajanin varligr veya yoklugu
bakimindan farklilik gosterebilir. Ticari olarak ulasilabilir terapdtik antikorlar,
genis bir soliisyon formiilasyonlann arah@inda, fosfat tamponu (drregin,
adalimumab), fosfat/glisin tamponu (drnegin, baziloksumab), Tris tamponu

(drnegin, ipilimumab), histidin (drnegin, ustekinumab), sodyum sitrat (drnegin,
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rituksimab) icinde; ve pH 4.7 (drnegin, sertolizumab) ve pH 5.2'den (drnegin,
adalimumab) pH 7.0-7.4'e (ornegin, setuksimab) kadar pazarlamr. Bunlar ayni
zamanda istege bagh olarak, timi, %0.001 (érmegin, abciksmab) ila %0.1
(6rnegin, adalimumab) aralifinda degisen polisorbat-80 ile ve bu olmadan,
disodyum edetat (érnegin, alemtuzumab), mannitol (drnegin, ipilimumab),
sorbitol (drnegin, golimumab), siikroz (drnegin, ustekinumab), sodyum kloriir
(drnegin, rituksimab), potasyum kloriir (drnegin, alemtuzumab) ve trehaloz

(0rnegin, ranibizumab) iceren formillasyonlar halinde de ulasilabilirdir.

Ornekleyici antikor formillasyonlar1 U.S. Pat. NO’lar1. 7,691,379 (anti-IL-9 mAb
MEDI-528); 7,592,004 (anti-IL-2 reseptdril, daclizumab); 7,705,132 (anti-EGFR,
panitumumab);  ve 7,635,473’te (anti-Af3;  bapineuzumab)  bulunur. Ilave
ornekleyici antikor formiilasyonlarn U.S. Patent Bagvurusu Yaym No'lan
2010/00021461 (anti-o4-integrin, natalizumab); 2009/0181027 (anti-1L.-12/11.-23,
ustekinumab); 2009/0162352 (anti-CD20, ritumiksmab); 2009/0060906 (anti-TL.-
13); 2008/0286270 (anti-RSV,  palivizumab);  ve 2006/0088523 te (anti-Her?2,
pertuzumab) bulunur. Yine ilave formiilasyonlar Daugherty & Mrsyn (2006) Adv.
Drug Deliv. Rev. 58:686; Wang et al. (2007) J. Pharm. Sci. 96:1; ve Lam et al.
(1997) J. Pharm. Sci. 86:1250’de agiklanir.

Antikor spesifisitesine yonelik temel olan sekans degiskenligi, immiin yanitimin
kalbindedir. Bu degiskenlik, ¢cok g¢esitli potansiyel bozulma yolaklan ile
sonuglanan ortaya c¢ikan antikorlarin kimyasal heterojenligine yol agar. Simdive
kadar gelistirilen genis antikor formiilasyonlar dizisi, formiilasyonlarin optimal
stabiliteyl garanti altina almak fizere her bir spesifik antikoruna yonelik olarak
ayri ayri optimize edilmesi gerektigi gercegini tasdikler. Aslinda, simdiye kadar
insanlarda kullanima yonelik olarak onaylanmis her bir ve her ticari terapotik

antikor bir benzersiz, farkli formiilasyona sahip olmustur.
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ITI. Hiimanize Edilmis Anti-IL-23"iin Biyolojik Aktivitesi

Mevcut bulusun anti-1L-23p19 mAb hum13B8-b'sinin soliisyon formiilasyonlar,
IL-23  sinyallemesinin  segici antagonizminin faydali olmast beklenen
rahatsizliklarin tedavisinde kullanim bulacaktir. Benzer bagisiklik yanitlarini,
boylece IL-23 blokajini ortaya ¢ikaran proliferatif rahatsizliklarin yani sira cildin,
eklemlerin, CNS'nin enflamatuar hastaliklari sistemik enfeksiyonlarla savasmak
tizere konak yetenegini icermeden, bu bagisikhik aracili  enflamatuar
rahatsizliklarin inhibisyonunu saglamalidir. Antagonize edici 1L-23, enflamatuar
bagirsak hastahigi, Crohn hastalif, tilseratif kolit, romatoid artrit, psoriatik artrit,
sedef hastalifi, ankilozan spondilit, graft-versus-host hastaligi, atopik dermatit ve
cesiti diger otoimmiin ve enflamatuar rahatsizliklann ile iligkili iltihabi
hafifletmelidir. IL-23 inhibitorlerinin  kullanimi aym1 zamanda, proliferatif
rahatsizliklarin, érnegin, kanser ve otoimmiin rahatsizliklarin, érnegin, multipl
skleroz, tip I diyabet ve SLE inhibisyonunu da saglayacaktir. Bu cesitli
rahatsizliklarda IL-23"%n aciklamalari, asagidaki yaymlanmig PCT basvurularinda
bulunabilir: WO 04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631; ve WO 01/18051.
IL-23 inhibitorleri aym zamanda bakterivel, mikobakteriyel, viral ve mantar
enfeksiyonlart gibi kronik enfeksiyonlar dahil olmak iizere enfeksiyonlarin
tedavisinde de kullanim bulabilir. Bakiiz U.S. Patent No. 8,263,080 ve Int'l
Basvuru Yaymm WO 2008/153610.

Mevcut bulugun yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlar, uzatlmig
siireler boyunca depolandiginda biyolojik olarak aktiviteyi koruyan antikorlar
icerir. Burada kullamldigi iizere, "biyolojik olarak akuf" terimi, istenen antijenik
epitopunu baglayabilen ve bir biyolojik etkiyi dogrudan veya dolayli olarak
sergileyebilen bir antikor veya antikor fragmanina refere eder. Tipik olarak, bu
etkiler IL-23'ln kendi reseptoriinii baglamadaki basarisizhigindan kaynaklanir.
Burada kullamildign tizere, "spesifik" terimi, antikorun hedef antijen epitopuna
secici baglanmasina refere eder. Antikorlar, bir verilen kosullar seti altinda,

antikorun IL-23'e baglanmasimin alakasiz antijene veya antijen karisimina
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baglanmayla karsilastirilmasiyla baglanma spesifisitesine yonelik olarak test
edilebilir. Antikorun IL-23'e ilgisiz antijen veya antijen kansimindan en az 10 ve
tercih edildigi iizere 50 kat daha fazla baglanmas1 halinde, bunun spesifik oldugu
kabul edilir. IL-12'ye baglanan bir antikor, bir IL-23'e 6zgii antikor degildir. IL-
23p19'a "spesifik olarak baglanan” bir antikor, IL-23p19'den tiliretilmis sekanslari
icermeyen proteinlere baglanmaz, diger bir ifadeyle, burada kullanildig1 iizere
"spesifisite", mevzu bahis proteinde mevcut olabilen herhangi bir diger sekans
degil, IL-23p19 spesifisitesi ile ilgilidir. Ornegin, burada kullanildig iizere, IL-
23pl19'a "spesifik olarak baglanan" bir antikor tipik olarak IL-23pl9 ve bir
FLAG® peptid etiketini iceren bir fiizyon proteini olan FLAG®-hIL-23p19'a
baglanacaktir, ancak tek basmma veya IL-23pl9 disindaki bir proteine
birlestirildiginde FLAG® peptid etiketine baglanmaz.

Mevcut bulugun IL-23'¢ §zgi baglayici bilesikleri, bunlarla sinirl olmamak tlizere
peritoneal makrofajlar tarafindan IL-1p ve TNF ve Tul7 T hiicreleri tarafindan
IL-17 iiretimi dahil olmak iizere bunun biyolojik aktivitelerinin herhangi birini
inhibe edebilir. Bakiniz Langrish et al. (2004) Immunol. Rev. 202:96-105. Anti-
IL-23p19 antikorlari aym zamanda IL-17A, IL-17F, CCL7, CCL17, CCL20,
CCL22, CCR1 ve GM-CSFnin gen ekspresyonunu da inhibe edebilecektir.
Bakiniz Langrish et al. (2005) J. Exp. Med. 201:233-240. Mevcut bulusun IL-23'e
ozgii baglayic bilesikleri, aymi zamanda, IL-23'tin Tul7 hiicrelerinin ¢ogalmasim
veya hayatta kalmasin arttirma kabiliyetini de bloke edecektir. Cua and Kastelein
(2006) Nat. Immunol. 7:557-559. Islenmis anti-IL-23p19 antikorlarinin inhibe
edici aktivitesi, enflamatuar, otoimmiin ve proliferatif hastaliklarin tedavisinde
faydali olacaktir. Bu tiir rahatsizliklarin 6rnekleri, PCT patent basvurusu yayinlari
WO 04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631; ve WO 01/18051 de agiklanir.

Mevcut bulusun yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlari, 6rnegin, Th17
aracili hastaliklar, otoimmiin veya kronik enflamatuar bozukluklar veya kanserler
gibi, 1L-23 veya IL-23p19'un yiikseltilmis aktivitesi ile iliskili bir rahatsizligin
tedavisinde veya Onlenmesinde kullanima yonelik olarak anti-IL-23pl9 antikor

hum13B8-b'nin depolanmasina ve verilmesine yonelik olarak kullanighdur.

18



10

15

20

25

30

02422-P-0002

IV. Hiimanize Edilmis Anti-IL-23p19 Antikoru 13B8-b’nin Soliisyon

Formiilasyonlari

Mevcut bulus, SEQ ID NO: 2 sekansina sahip iki aym hafif zincir ve SEQ ID NO:
I sekansma sahip 1ki aym agir zincir iceren ve es askida olan, yaygin olarak
atanmus U.S. Pat. No 8,293,883’te agiklanan anti-IL-23p19 antikoru hum13B§-
b'nin yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarini saglar. Hiimanize
edilmis hafif zincir 13B8 sekansi (kappa sabit bolgesine sahip) SEQ ID NO: 2'de
saglamir ve hafif zincir degisken alam bu sekansin 1-108 kalintilarim icerir.
Hiimanize edilmis agir zincir 13B8 sekansi (yl sabit bdlgesine sahip) SEQ ID
NO: 1'de saglanir ve agwr zincir degisken alami bu sekansin 1-116 kalintilarini

icerir.

Agir ve hafif zincir sekanslar1 (SEQ ID NO’lar: 1 ve 2) sinyal sekanslar olmadan
saglamir. Ornekleyici agir ve hafif zincir sinyal sekanslan, sirasiyla SEQ 1D
NO’lar; 12 ve 13'te saglamir. Sinyal dizileri veya sinyal sekanslanmi kodlayan
niikleik asit sekanslari, bir konak¢i hiicreden salgilanmaya yonelik olarak bir
onciil protein olusturmak iizere ilgili antikor zincirlerinin N-ucuna eklenebilir.
Ayni zamanda alternatif sinyal sekanslart de kullanilabilir ve bircogu "SPdb: a
Signal Peptide Database." Choo et al. (2005) BMC Bioinformatics 6:249°da

bulunabilir.

Ebeveyn antikoru 13B8 eksprese eden bir hibridoma, Erisim Numaras: PTA-7803
alunda, 17 Agustos 2006'da Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC -
Manassas, Virginia, USA) ile Budapeste Antlasmasi uyarinca tevdi edilmistir.
Ebeveyn antikoru 13B8 ve hum13B8-b arasindaki iligki, yaygin olarak atanmis
U.S. Pat. No. 8,293,883 de detaylandirilir.

Mevcut bulusun soliisyon formiilasyonlari, 500 - 2000 L dlceginde kiiltirdeki Cin
hamsteri yamurtalik (CHO) hiicrelerinden hazirlanan en az sekiz farkli antikor

13B8-b pargas: kullanilarak gelistirilmistir.
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Mevcut bulusun soliisyon formiilasyonuna yonelik olarak bir baglangi¢ soliisyonu
kosullar arah@ kabul edilmistir. Deneyler, asetat, sitrat, histidin, TRIS ve fosfat
gibi ¢esitli tamponlar ile 4.0 ila 8.8 aralifinda degisen pH'larda yapilmistir.
Siikroz, trehaloz ve mannitol gibi eksipiyanlar, NaCl'nin ¢esitli konsantrasyonlar:
(ve boylece iyonik kuvvetler) ve yiizey aktif madde polisorbat 80'in dahil edilmesi
gibi test edilmigtir. Formiilasyonlar, 350nm'de O.D.’nin belirlenmesiyle renk
oynasimma bagli olarak taranmustir. Agregasyon, yiiksek performansli boyut
dislama kromatografisi (HP-SEC), dinamik 1sik sacilimi (DLS) ve analitik
ultrasantrifiijleme (AUC) tarafindan 6lciilmiistiir. Biyokimyasal stabilite, yiiksek
performansli iyon degisim kromatografisi (HP-IEX) tarafindan olciilmiistiir ve

termal stabilite diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) tarafindan dl¢tilmiistiir.

I mg/mL hum13B8-b'deki baslangi¢ én-formiilasyon deneyleri, ters fazli yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (RP-HPLC) tarafindan &lgiildiigii iizere, saflik
yiizdesinin yaklasik pH 6.0'a kadar yiikseldigini ve daha sonra pH 8.8’¢ kadar
sabit kaldigim ortaya koymustur. Bakimiz SEKIL 1A. Bununla birlikte, antikorun
vayillma sicakligi yaklasik pH 5°ta pik yapmustir. Bakiniz SEKIL 1A. Asetat,
sitrat, fosfat ve TRIS arasindaki tampon tiirlerinin karsilastirilmasi, pH 5.5teki
sitrat tampenunun en yilksek monomer yiizdesini ve en diisilk ge¢ ayrisan piklerin
yilzdesini verdigini gostermistir. Bakiniz SEKIL 1B. optimal biyokimyasal ve
biyofiziksel stabilitenin pH 5.5'te sitrat tamponunda godzlemlenmis olmasina
ragmen, sitrat tamponu icindeki antikorun >65 mg/mL antikora konsantrasyonu,
biiylik ol¢iide 151k oynasimina yol a¢mustir (veriler gosterilmemistir). Kendi
kendine uygulamaya yonelik olarak formiile edilebilecek bir ilaca yonelik bir 6zel
endise olan azaltlmig hasta kabuliine yonelik potansiyel nedeniyle 151k oynasimi

istenmez.

Bu 1s1k oynagiminin seyreltme ve pH'in sitrat tamponunda 4.8%e diisiirtilmesi
iizerine geri doniislii olmasina (SEKIL 1C) ve aym zamanda pH'in diisiiriilmesinin
hidrodinamik ¢ap1 da diisiirmiis olmasina ragmen (SEKIL 1D), pH'mn diisiiriilmesi

ayni zamanda, disiik erime formundaki bir arttirilmis oran ile yansitildigi iizere,
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soliisyonun termal ve biyokimyasal stabilitesini de diisiirmistiir (SEKIL IE), HP-
SEC ile olgiildigi iizere, zaman icindeki ge¢ aynsan piklerin birikimini
artirmgtir (SEKIL IF) ve HP-IEX ile 6lgiildiigii iizere, zaman igindeki ana piki
azaltmistir (Sekil 1G).

Histidin daha sonra, termal ve bivokimyasal stabiliteyi azaltmadan 151k oynagimini
ve kendi kendine birlesmeyi azaltma girisiminde alternatif bir tampon sistemi
olarak kabul edilmigtir. Numuneler, 10 mM asetat (pH 4.8 ve 5.6), 10 mM sitrat
(pH 4.8, 5.5 ve 6.0) ve 10 mM histidin {pH 3.5 ve 6.0) icinde hazirlanmistir. Isik
oynasimu ve hidrodinamik cap sirasiyla OD3sso ve DLS tarafindan belirlenmistir.
Bakiniz SEKILLER 1H ve 1L Sitratin asetat veya histidin ile yer degistirilmesi,
biyokimyasal stabiliteden 6diin vermeden 151k oynasimini en aza indirmistir ve
kendi kendine birlesmeyi azaltmistir. Daha yiiksek antikor konsantrasyonlarinda
(50 ila 100 mg/mL.), asetat (pH 5.5) ve histidin (pH 6.0) formiilasyonlan agik
olmustur ve sitrat (pH 5.5) ile gbzlemlenmis olan arttinlmis hidrodinamik boyuta
sahip olmamstir. Bakimz SEKIL 1J. Disik pH (4.8) sitrat ve asetat
formiilasyonlari aym zamanda, boyut dislama kromatografisi (SEC) tarafindan
Olciildiigli tizere, RH4 kosullar1 altinda (40 °C, %75 bagil nem) depolama
sirasinda geg ayrisan piklerin arttirilmig birikmesine yol agmustir. Bakiniz SEKIL
1K.

Cesitli eksipiyanlar (100 mM NaCl,% 7 siikroz,% 7 trehaloz ve% 6 mannitol) de
yayilma sicakligi (SEKIL 2A) ve 151k oynasim (SEKIL 2B) iizerindeki etkilerine
yonelik olarak test edilmistir. Formiilasyonlan izotonik hale getirmek iizere, 151k
oynasimuni azaltmak lizere ve termal stabiliteyi arttirmak (Tw’1 arttirmak) tizere
yiizde yedi silikroz ilave edilmigtir. Yiizey aktif madde polisorbat-20 (PS20),
polisorbat-80 (PS80) ve PLURONIC® F-68 de yayilma (SEKIL 3A ve 3B) ve
151k oynasim (SEKIL 3C) iizerindeki etkilerine yonelik olarak test edilmistir.
Agitasyon indiiklii stres nedeniyle toplanmay1 en aza indirmek iizere polisorbat 80

ilave edilmistir.
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Bu sonuglar, tercih edilen tampon sisteminde bir degisiklige yol agmistir. Anti [L-
23, sitrat pH 5.5 ve pH 6.0'da yiiksek konsantrasyonlarda kendi kendine birlesme
ve 151k oynagimi sergilemigtir. Sitratin asetat (pH 5.5) veya histidin (pH 6.0) ile
yver degistirilmesi, termal ve biyokimyasal stabiliteden 6diin vermeden 1s1k
oynasimunt en aza indirmigtir. Formiilasyonlart izotonik hale getirmek iizere
sitkroz (%7) ilave edilmistir. Siikkroz (%7) ayni zamanda 151k oynagimini
azaltmistir ve termal stabiliteyi (arttirilmis Tm) arttirmistir ve stabilite calismalari
sirasinda  monomerdeki yiizde kaybimi azaltmistir (veriler gosterilmemistir).
Calkalama stresi nedeniyle toplanmayi en aza indirmek lizere polisorbat 80

(%0.05) ilave edilmistir.

10 mM histidin (pH 6.0), %7 sikroz ve %0.05 PS-80 iceren bir histidin bazlh
formiilasyon, hum13B8-b'nin tercih edilen yiiksek konsantrasyonlu formiilasyonu
olarak secilmistir. 10 mM histidin (pH 6.0) formiilasyonuna yonelik viskozite,
yogunluk, ozmolarite dahil olmak iizere cesitli soliisyon ézellikleri ve partikiilatlar
belirlenmistir. Bakiniz Tablo 1. Goézlemlenen oda sicakhigy viskozitesi (5.65 cP),
onceden doldurulmus siringalarda ve otoenjektdrlerde kullanima yoénelik olarak

kabul edilebilirdir.

Tablo 1

Histidin Formiilasyonun Soliisyon Ozellikleri

Soliisyon Ozelligi Histidin (pH 6.0)
Viskozite (cP) 5.65 (25°C)
14.46 (5°C)
Yogunluk (g/cm3) 1.06
Ozmolarite 266
Alt goriinebilir partikiilatlar 25 (>10pm)
2 (>25 um)
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V. Hiimanize Edilmis Anti-IL-23p19 Antikoru 13B8-b'nin Yiiksek

Konsantrasyon Soliisyon Formiilasyonlarinin Stabilitesi

Mevcut bulusun secilen formiilasyonlarin uzun donemli stabilitesi, gesitli
depolama kosullann altinda 3-24 aylik depolamadan sonra cahsilmistr.
Numuneler, cesith sicaklik ve nemlilik seviyelerinde 2 ml'lik cam siselerde
(SEKIL 4), 30 ml'lik torbalarda (yigin depolama) (SEKILLER 5 ve 6) veya
énceden doldurulmus siringalarda (tek dozlu ticari paketleme) (SEKIL 7) inkiibe
edilmistir. Numuneler, yiiksek performansh boyut dislama kromatografisi (HP-
SEC), iyon degisim kromatografisi (HP-IEX), SDS kilcal elektroforezi (CE-SDS,
indirgeyici ve indirgeyici olmayan) ve peptit haritalamasi gibi yOntemlerle
bozulma ve toplanma diiriinlerinin varlifina yOnelik olarak analiz edilmistir.
Antikor stabilitesi, diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) ile oOlgiilmiigtiir.
Biyolojik aktivite, I1.-23 baglayict ELISA ve bir hiicre bazli fonksiyonel analiz ile
degerlendirilmistir. Antikor konsantrasyonu 280 nm'de UV emilimi ile
belirlenmistir. Renk oynasimi, 350 nm'de (OD3s0) optik yogunlugun ol¢iilmesiyle
belirlenmistir. Sonuclar SEKILLER 4-7'de saglanur.

Bir birinci deney setinde, 1.5 ml numuneler 2.0 ml cam siseler icine
yerlestirilmistir ve ¢esitli kosullar altinda saklandiktan sonra analiz edilmistir.
Sonuglar SEKIL 4'te sunulur. Tipik sogutma kosullarina karsilik gelen 5 °C'de ve
ortam nemliliginde depolanan numunelerde ¢ok az bozulma veya toplanma
gozlemlenmistir. SEKILLER 4A - 4F. Numune bozulmasina yonelik olarak
pozitif bir kontrol olarak dahil edilen RH4 (40 °C, %75 bagil nemlilik) gibi
hizlandirilmig bozulma kosullarn, beklenen monomer kaybini ve hemen birinci
zaman noktasinda (bir ay) baslayan bozulma ve toplanma triinlerinin yiikselisini
gostermistir. SEKILLER 4A - 4F. Renk oynasimi 5 °C'de (SEKIL 4G) stabil
olmustur, ancak 235 °C ve 40 °C'de artmistir (SEKILLER 4H ve 4I). Oksidasyon
benzer sekilde 5 °C'de minimum olmustur, ancak RH4 kosullan altinda veya 40
°C'de onemli olmustur. SEKILLER 4] ve 4K. Bu sonuclar, deneylerin, érnegin

RH4 sonuglan tarafindan gosterildigi iizere, bir takim analizler tarafindan
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bozulmay1 tespit edebilmesine ragmen, tipik sofgutma kosullarn altinda
depolamanin, en az dokuz aylik depolama boyunca iiriin kalitesinde az kayba yol

actigim veya hig¢ kayba yol agmadigim belirtir.

Bir ikinci deney setinde, numuneler 30 ml etilen-vinil-asetat (EVA) sivi temas
katmant CELSIUS®-Pak torbalarina (Sartorius, Goettingen, Almanya)
yerlestirilmistir ve c¢esitli kosullar altinda saklandiktan sonra analiz edilmistir.
Sonuglar SEKILLER 5 ve 6'da sunulur. Bu deneyler, esas olarak, tipik olarak
yigin depolama kosullarn altinda ila¢c maddesinin stabilitesini degerlendirmek

iizere dizayn edilmistir.

Y13in depolama numuneleri, ic donmus kosul (-80°, -45 °C ve -20 °C) altinda
saklanmstir ve sogutulmustur (2° - 8 °C). Temsili veriler, 18 aya kadar 5°C (+
3°C) ve -45°C'de saklanan numunelere yonelik olarak SEKIL 5’te saglanr.
Muhtemelen 5 °C numunelerindeki saklama torbalanindaki buharlasma nedeniyle
12 ayhk depolama (SEKIL 5A) boyunca konsantrasyonda hafif artislar
gozlemlenmistir. Biyolojik aktivite (SEKILLER 5B ve 5C) baglamimnda hicbir
onemli egilim mevcut olmamustir ve protein ile ilgili safsizliklar, bozulma iirtinleri
ve agregatlari, dzellikle -45 °C'de dondurulmus saklanmis numunelere yonelik
olarak genel olarak 18 aya kadar spesifikasyonlar icerisinde olmustur (SEKILLER
5D - 5L).

Yiiksek sicakliklarda y1gin depolamadaki stabilite de degerlendirilmigtir. Temsili
veriler, 12 aya kadar 5°C (% 3°C), 25°C, 25H, 40°C ve RH4'te saklanan
numunelere yonelik olarak SEKIL 6'da saglanir. Oda sicakliginda (25°) saklanan
numuneler fiili olarak buharlasma nedeniyle muhtemelen net konsantrasyon
nedeniyle bir etki olan, biyolojik potenste belirgin artislar gostermisken,
sogutulmus numuneler 12 ay boyunca stabil biyolojik aktivite gostermistir.
SEKILLER 6A ve 6B. Numuneler 5 °C'de saklandiginda 12 ay boyunca stabil
olmustur, ancak protein ile ilgili safsizliklar, (bozulma iiriinleri ve agregatlar) 25

°C ve 25H'de depolanan numunelere yonelik olarak zamanla artmistir ve 40 °C ve
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RH4'te depolanan numunelere yonelik olarak carpici  sekilde  artmistir

(hzlandirlmis bozulma kosullar). SEKILLER 6C - 6K.

Bir iigiincii deney setinde, 1 ml 100 mg/ml antikor formiilasyonu numuneleri
stringalara (BD Hypak Physiolis Onceden Doldurulan Siringalar) yerlestirilmistir
ve ¢esitli kosullar altinda saklandiktan sonra analiz edilmistir. Sonuglar, 24 aya
kadar 5°C’de (+ 3 °C) saklanan numunelere yonelik olarak SEKIL 7'de sunulur.
Antikor konsantrasyonlar, biyolojik aktivitenin (SEKILLER 7B ve 7C) yaptif1
gibi, esasen degismeden kalmistir (SEKIL 7A). Yiiksek molekiiler agirlikl
tiirlerin, monomer yiizdesinin, diisiik molekiiler agirlikli tiirlerin, ana antikor pik
ylizdesinin, asidik varyantlarin, bazik varyantlarin, ana pik sonras: tirlerin, ana
IeG'nin ve agir ve hafif zincirlerin seviyelerinin tiimii (sirasiyla SEKILLER 7D -

7L) en az 12 - 24 ay boyunca esasen stabil kalmistir.

SEKILLER 4-7'de sunulan uzun dénemli stabilite deneyleri, ister yigin soliisyon
icinde dondurulmus ister, dnceden doldurulmusg bir siringa i¢inde oldugu gibi
sogutulmus  olsun, tipik saklama kosullarn1 altinda yliksek antikor
konsantrasyonlarinda. hem biyolojik aktivite hem de fiziksel biitiinliige gore,
mevcut bulusun hum13B8-b'sinin histidin formiilasyonunun stabil oldugunu

ortaya koyar.

RH4 ve 25H gibi hizlandinlmis bozulma kosullar1 ve diger yuksek sicaklik
kosullan altinda elde edilen sonuglarin sadece antikor hum13B8-b’ye yonelik
olarak olasi ¢okiintii iiriinlerini ve yolaklarim gostermesi tasarlanir ve terapotik
kullanima y0nelik olarak tasarlanan antikora yonelik bozulma oranlarini
yansitmaz. Hizlandirilmis bozulma kosullar1 sirasinda bulunan hum13B8-b’ye
yonelik ana bozulma yollart, CE-SDS tarafindan gézlemlenen saflik kaybini,
HMW ve LMW dirlerindeki artislann ve HP-SEC tarafindan goézlemlenen
monomer yiizdesindeki azalmay icerir. Ek olarak, HP-IEX, bazik varyantlar ve
ana pikteki azalmalar ile, asidik varyantlarda ve pik sonrasi tiirlerdeki artislart

ortaya c¢ikarmistir. Yiikseltilmis sicaklikta hum13B8-b gibi antikor ilaglarin
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solisyon formiilasyonlarinin genisletilmis depolanmasi ¢ok uzak ihtimaldir.
Ornegin hum13B8-b'nin uzun siireli depolanmasimin, -45 °C'de dondurulmus
CELSIUS®-Pak torbalaninda saklanmasi muhtemeldir, bu sartlar altinda kalite
ozelliklerinin en az 18 ay boyunca stabil kalmasi beklenir. Bireysel hum13B8-b
dozlarn iceren dnceden doldurulmus siringalarin veya otoenjektorlerin yaklasik 5 ©
C'de (= 3 °C) saklanmast muhtemeldir ve ayn1 zamanda en az 18 ay boyunca

stabil kalmasi da beklenir.

VI. Dozlama ve Uygulama

Mevcut bulusun yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarinin, yiiksek
dozda deri altindan uygulamaya yonelik olarak dzellikle uygun olmasina ragmen,
bu tiir formiilasyonlar bagka sekillerde de uygulanabilir. Uygun uygulama yollar,
Ornegin, intratekal, dogrudan intraventrikiiler, intravendz, intraperitoneal,
intranazal veya intraokiiler enjeksiyonlarin yani sira oral, rektal, transmukozal
veya bagirsak  uygulamasi;  intramiiskiiler, intradermal, intramediiller

enjeksiyonlar dahil olmak iizere parenteral dogumu icerebilir.

Alternatif olarak, biri, antikoru, sistemikten zivade bir lokal yoldan, 6rnegin
antikorun direkt olarak cogu kez bir depoda veya slirekli sahim formiilasyonunda
immiinopatoloji tarafindan karakterize edilen bir artritik eklem veya patojen
indiiklii lezyona enjeksiyonu vasitasiyla uygulayabilir. Bundan baska, biri,
antikoru, bir hedeflenmis ilag verim sisteminde, drnegin, érnegin immiinopatoloji
tarafindan karakterize edilen artritik eklem veya patojen indiikli lezyonu
hedefleyen bir dokuya ozgii antikor ile kapli bir lipozomda, uygulayabilir.

Lipozomlar, tutulan doku tarafindan segici olarak hedeflenecek ve alinacaktr.

Deri altindan uygulama, bir siringa, bir otoenjektor, bir enjektor kalemi veya bir

ignesiz enjeksiyon cihazi kullanilarak enjeksiyonla gerceklestirilebilir.
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Mevcut bulugun yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarinin, bir yiiksek
konsantrasyonlu antikoru gerektiren kullamimlara yonelik olarak Gzellikle
avantajli olmasina ragmen, yiiksek konsantrasyonlarin gerekli olmadig veya
istenmedigi  durumlardaki  diisiik  konsantrasyonlarda  formiilasyonlarin
kullanilamamasimin bir nedeni yoktur. Diisiitk antikor konsantrasyonlari, diisiik
dozda deri altindan uygulamaya ydnelik olarak veya verilebilecek hacmin biiyiik
Olciide 1 ml'den daha fazla oldugu diger uygulama modlarinda (intravenoz
uygulama gibi) faydali olabilir. Bu tiir diisiik konsantrasyonlar, 60, 50, 40, 30, 25,
20, 15, 10, 5, 2, 1 mg/ml veya daha azium icerebilir.

Bir terapétife yonelik olarak bir uygulama rejiminin secilmesi, varligin serum
veya doku devir hizi, semptomlarin seviyesi, varligin immiinojenikligi ve
biyclojik matriksteki hedef hiicrelerin erisilebilirligi dahil olmak tizere cesitli
faktorlere baglidir. Tercih edildigi @izere, bir uygulama rejimi, bir kabul edilebilir
yan etki seviyesi ile tutarli hastaya verilen terapdtigin miktar1 maksimize eder.
Buna gore verilen biyolojik miktan kismen 6zel varhiga ve tedavi edilen durumun
siddetine baghdir. Uygun dozlarda antikor, sitokin ve kiiciik molekiillerin
secilmesinde kilavuz wulasilabilirdir. Bakimiz drnegin, Wawrzynczak (1996)
Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, UK; Kresina (ed.)
(1991) Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, New
York, NY; Bach (ed.) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in
Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, New York, NY; Baert et al. (2003) New
Engl. J. Med. 348:601-608; Milgrom et al. (1999) New Engl. J. Med. 341:1966-
1973; Slamon et al. (2001) New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitz et al.
(2000) New Engl. J. Med. 342:613-619; Ghosh et al. (2003) New Engl. J. Med.
348:24-32; Lipsky et al. (2000) New Engl. J. Med. 343:1594-1602; Physicians'
Desk Reference 2003 (Physicians' Desk Reference, 57th Ed); Medical Economics
Company; ISBN: 1563634457; 57th edition (November 2002).

Uygun dozun belirlenmesi, klinisyen tarafindan, drnegin, teknikte tedaviyi

etkiledigi bilinen veya tedaviyi etkilediginden siiphelenilen veya tedaviyi
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etkiledifi ongoriilen parametreler veya faktorler kullamilarak yaplir. Proteinin
uygun dozaji ("terapotik olarak etkili miktar"), oérnegin, tedavi edilecek kosula,
kosulun siddetine ve seyrine, proteinin dnleyici veya terapotik amaglara yonelik
olarak uygulanip uygulanmadigina, 6nceki terapiye, hastanin klinik dykiisiine ve
proteine vanitina, kullanilan protein tipine ve uzman doktorun takdirine bagh
olacaktir.Bazi durumlarda, bir diisiik baslangic dozu secilir ve dozaj, herhangi bir
olumsuz yan etkiye gore istenen veya optimum terapétik fayda elde edilinceye
kadar bundan sonra kiiciik artiglarla arttirilir. Onemli tamisal Slciimler, drregin,
tiretilen enflamatuar sitokinlerin enflamasyon veya seviyesinin
semptomlarininkileri igerir. Protein hastaya uygun bir sekilde bir kerede veya
tekrar tekrar uygulanir. Protein tek basina veya baska ilaclar veya terapiler ile

baglantili olarak uygulanabilir.

Antikorlar siirekli infiizyon tarafindan veya drnegin bir giin, haftada 1-7 kez, bir
hafta, iki hafta, aylhk, iki ayda bir, ii¢ ayda bir, yilda iki kere veya yillik, vb.
seklinde aralikli dozlar tarafindan saglanabilir. Tercih edilen bir doz protokolii,
Onemli istenmeyen yan etkileri onleyen maksimum doz veya doz frekansim
kapsayan bir tanesidir. Toplam haftalik bir doz genel olarak en az 0.05 pg/kg, 0.2
png/kg, 0.5 pg/ke, 1 ug/ke, 10 ng/kg, 100 ng/kg, 0.2 mg/kg, 1.0 mg/kg, 2.0 mg/kg,
10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg viicut agirhigi veya daha fazlasidir. Bakiniz
dgrnegin, Yang et al. (2003) New Engl. J. Med. 349:427-434; Herold et al. (2002)
New Engl. J. Med. 346:1692-1698; Liu et al. (1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych.
67:451-456; Portielji et al. (20003) Cancer Immunol. Immunother. 52:133-144.

VII. Kullammlar

Mevcut bulus, drregin, otoimmiin ve proliferatif rahatsizliklarin yani sira merkezi
sinir sistemi, periferik sinir sistemi ve gastrointestinal yolun enflamatuar
rahatsizliklarin ve kosullarin tedavisinde kullamma yénelik olarak anti-insan IL-
23p19 mAb hum13B8-b'nin yiiksek konsantrasyonlu soliisyon formiilasyonlarini

saglar.
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Mevcut bulusun formiilasyonlar, drnegin, noéropatik agri, travma sonrasi
noropatiler, Guillain-Barre sendromu (GBS), periferik polindropati ve sinir
rejenerasyonunun yani sira niikseden tekrarlayict MS ve birincil ilerleyici MS
dahil olmak iizere multipl skleroz (MS), Alzheimer hastalif1, amiyotrofik lateral
skleroz (ayn1 zamanda ALS; Lou Gehrig hastaligi olarak da bilinir), iskemik beyin

hasari, prion hastaliklart ve HIV ile iliskili demans tedavisinde kullanilabilir.

Mevcut  bulusun formiilasyonlart aynmi zamanda, inflamatuvar bagirsak
bozukluklari, érregin, Crohn hastalif, iilseratif kolit, ¢6lyak hastalifi ve irritabl
bagirsak sendromu gibi, tedavisinde de kullanilabilir. Aym zamanda, greft versus-
host hastaligi, sedef hastalifi, atopik dermatit, romatizmal artrit, osteoartrit ve
psoriatik artrit dahil olmak iizere artrit, sistemik lupus eritematozus ve tip diyabet
gibi otoimmiin rahatsizhklar ve kanser gibi proliferatif rahatsizliklarnin tedavisinde
de kullamilabilirler. Bakimz érnegin, PCT patent bagvurusu yaymnlan WO
04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631; ve WO 01/18051.

ORNEKLER

Ornek 1

Soliisyon Formiilasyonu

Bir diizenlemede, mevcut bulusun hum13B8-b'nin soliisyon formiilasyonu, bir
onceden doldurulmus siringada veya bir otoenjektdrde 1.0 mL hacminde bir 100
mg/mL'lik antikor soliisyonu olarak saglanir. 1.0 mL hacim, tam 1.0 mL dozun
verilmesini garanti altina almak iizere yeterli fazla doldurmay: igerebilen
doldurma hacminden ziyade c¢ikarilabilir hacimdir. Mevcut  bulusun
formiilasyonunun 1.0 ml'sine yonelik bir drnekleyici tarif Tablo 2'de saglanir. Bir
diizenlemede, bir ila¢ Uriinil partisi 15 - 30 L 6lceginde veya yaklasik 15,000 —
30,000 dozda hazirlanir.
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Tablo 2

1.0 mL Soliisyon Formiilasyonu

Bilesen Derece Nicelik
hum13B8-b Uriin spesifikasyonlari 100 mg
L-Histidin Ph.Eur/USP 0.683 mg
L-Histidin HCI Ph.Eur. 1.17 mg
Polisorbat 80 Ph.Eur./NF/JP 0.500 mg
Stikroz Ph.Eur./NF/JP 70.0 mg
Enjeksiyvona yonelik su USP g-S-

Baz1 diizenlemelerde, tampon bilesenlerinin  (L-histidin ve L-histidin HCI)
miktarlari, pH'1 yaklasik olarak 6.0'a ayarlama ihtivaci nedeniyle Tablo 2'de
listelenen agirlik miktarlarindan biraz sapar. Spesifik olarak, bazi diizenlemelerde,
pH" yaklasik 6.0 olan istenen degere ayarlamak iizere, Tablo 2'deki miktarlar ile
karsilastirlldigt tizere, histidinin asidik veya bazik formlarindan daha fazla veya
daha az1 ilave edilir. Yine bagka dizenlemelerde, Tablo 2'deki degerlere yaklagan
L-histidin ve L-histidin HCI miktarlani, pH’1, biraz daha yiiksek olacak sekilde
6.0'a yaklastirmak iizere ilave edilir ve daha sonra clde edilen formiilasyonun

pH'1m yaklasik 6.0’a diisirmek tizere HCI 1lave edilir.

Ornek 2

Diferansiyel Taramalh Kalorimetri (DSC)

Mevcut bulusun formiilasyonlarindaki antikorlarin termal stabilitesini izlemek
iizere Valerian-Plotnikov diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) kullanmlmagtir.
DSC direkt olarak sicakliktaki kontrol edilen artis veya diisiis sirasinda
proteinlerde meydana gelen 1s1 degisikliklerini dlger. Soliisyondaki bir protein,

dogal (katlanmis) konformasyon ve bunun denatire (katlanmamig) durumu
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arasinda dengededir. DSC, proteinin %350'sinin  denatiire  oldugu  sicaklif
belirlemek iizere kullamlir (termal gegis orta noktasi, Ty). Daha yiiksek bir Ty,
degerine sahip olan proteinler, genel olarak, daha stabildir. Ormegin, birincisi
(Tml), pH’a bagh olarak, yaklasik 64 - 70°C’de meydana gelen ve ikinci, ana
gecis (Tw2) 80°C civarinda meydana gelen olmak tizere, iki gecisi gdsteren Sekil
IE'de bir DSC egrisi saglanir. Ana gecis Fc fragmaninin yayilmasia atfedilebilir.
Ana gecisten (diger bir ifadeyle, diisiik sicaklikta) Onceki termal olaylarin,
literatiirde aciklanan IgGl antikorlarmin beklenen yapisal elemanlar ile aym
eksende olan antikor icerisinde (drnegin, Fab) birkac baska alanin yayilmasi

nedeniyle muhtemeldir. Vermeer (2000) Biophys. J. 78: 394.
Ornek 3
Yiiksek Performansh Boyut Dislama Kromatografisi (HP-SEC)

Mevcut bulugsun humlI3B8-b formiilasyonlarindaki yiiksek molekiiler agirlikh
(HMW) tiirlerin, diisiik molekiiler agirlikli (LMW) tiirlerin ve monomerin ylizdesi
HP-SEC tarafindan tespit edilmistir. Test soliisyonu, bir boyut dislama kolonu
(YMC-pack Diol-200, 200A gézenek boyutu, 300 x 8.0 mm, Sum veya esdegeri;
YMC Co. Ltd., Kyoto, Japonya) kullanilarak HPLC tarafindan seyreltilmistir ve
ayrilmistir. pik alanlari, monomer, HMW tiirleri ve LMW tiirlerinin yiizdesini

belirlemek iizere kullanilir.

SEC'den eliisyon pikleri, molekiiler agirhg tahmin etmek ve agregatlart izlemek
iizere kullanilabilen cok acili lazer 11k sagihmi (SEC-MALLS) kullanilarak
karakterize edilmigtir. Monomer pikin SEC kolonundaki fragmanlardan ve
agregatlardan ayrilmasindan  sonra, numune, analit konsantrasyonunun
hesaplanmasina ve bunun molekill agirhgimin (MW) daha sonraki tahmin
edilmesine olanak saglayarak, ultra viyole (UV)}, MALLS ve kirilma indeksi (RI)
detektorlerinden gecirilir. Sacilan 1518in yogunlugu (MALLS tarafindan tespit

edilmistir), protein konsantrasyonunun (RI tarafindan belirlenmistir) liriinii ve
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molekiiler agirlik ile orantihdir. SEC-MALLS, yaklasik olarak 138 kDalik bir
molekiiler agirliga sahip, bir baskin ana pik gosterir. Bu, SEC'nin kromatografik
cOziiniirliiglini ve 11k sagilim saptamasi goz Oniine alimirken, hum13B8-b
monomerinin hesaplanmis teorik molekiiler agirhina ve aym zamanda kiitle
spektrometrisi kullanilarak tespit edildigi iizere huml3B8-b monomerinin
kiitlesine fena olmayacak sekilde karsilik gelir. Yaklasik olarak 300 kDa'lik bir
molekiiler agirliga sahip olan yiiksek molekiiler agirlikli bir tiirtiin (HMW 1), bir
dimer tiiriinii temsil etmesi muhtemeldir. Tiim partilerde gdzlenmeyen bir ikinci
HMW piki (HMW?2), bir trimer tiiriine karsilik gelen yaklasik olarak 465 kDa’lik
bir tahmini molekiiler agirlhiga sahip tiirleri icerir. Bir diigiik molekiiler agirlikli tiir
(LMW), bir fragmantasyon iiriiniinii, 6rnegin mentese fragmantasyonu Uriiniini

temsil edebilen 108 - 117 kDa'lik bir molekiiler agirlik ile tespit edilir.

Ornek 4

Dinamik Isik Sacilim (DLS)

Dinamik 151k sac¢ilimi (DLS), monoklonal antikorlarin soliisyon i¢inde bir 0.5 nm
ila 6 pm araligindaki boyut dagihim prefilinin i¢yliziini anlayabilen bir tekniktir.
Monoklonal antikor hum13B§-b, yogunlukta yaklasik 9.5 nm'lik (ve hacimde 6.5
nm) bir ortalama hidrodinamik ¢ap1 gosterir. Bu, diger monoklonal antikorlarin
degerleri ile tutarhdir. Daha yiiksek iyonik mukavemetli formiilasyonlar, disiik
iyonik mukavemetli formiilasyonlardan daha diisiikk hidrodinamik caplara sahip
olma egilimindedir ve tampon ve pH gibi diger soliisyon parametreleri tarafindan
etkilenebilir. Bakiz SEKILLER 11 ve 1J. Mevcut bulusun formiilasyonlarindaki
antikorlar esasen monodispersidir. Mevcut bulusun antikorlarina  yonelik
hidrodinamik ¢ap, bir antikorun daha vyiiksek veya daha diisiik iyonik
mukavemetli bir tamponda seyreltildigi deneyler tarafindan kamtlandig iizere,
geri doniisiimliidiir (veriler gosterilmemistir). Bu sonuglar, hidrodinamik capin,
bir denege uygulandiginda, enjeksiyon bélgesinin yerel ¢evrelerine esitlenecegini

Onerir.
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ORNEK 5

Yiiksek Performansh Iyon Degistirme Kromatografisi (HP-IEX)

Hum13B8-b’ye yonelik yiik varyantlar, bir numunedeki proteinler ve bir regine
iizerindeki 1mmobilize edilmis yiikler arasindaki elektrostatik etkilesimlere
dayanan HP-IEX tarafindan tespit edilmistir. Pozitif yiiklii hum13B8-b varyantlari
bir zayif katyon degisim kolonunda (Dionex ProPac WCX-10, 4 x 250 mm veya
esdegeri; Thermo Scientific, Bannockburn, Ill., USA) bir negatif yiiklii recineye
baglanmir ve HPLC tarafindan aynlir. Antikor, pH ve tuz konsantrasyonunun
arttirtlmasi, antikor varyantlarinin yiikiiniin etkin bir sekilde azaltilmasi ve
bunlarin esdeger viik iyonlari ile degistirilmesiyle ayristirilir. Eliientte hum13B8-b
ve varyantlarin varligi UV tarafindan ile belirlenir. pik alanlan Asidik Varyantlar,

Ana pik Sonrasi ve Bazik Varyantlann yiizdesini belirlemek iizere kullanmlir.

Ana Pikten sonra aynstinlanlar Bazik Varyantlar olarak refere edilirken, ana
pikten Once tespit edilen, yaklasik 23 dakikada aynstirilmis tim tirler Asidik
Varyantlar olarak refere edilir. Ana Pik, C terminalinde tam lizin boliinmesi ve N
terminalinde tam piroglutamat olusumu sergilerken, Asidik Varyantlarin Pikin
analizi hic N- veya C-terminal modifikasyonlarina sahip olmadiklarin1 ortaya
koyar. Ana pik tam biyolojik aktiviteyi korur. Ana pik Sonrasi, C-terminalinde
tam lizin boliinmesi ve simrli prolin  o-amidasyonu, N-terminalinde tam
pirogliitamat olusumu, Met251 ve Metd27 oksidasyonu sergiler ve ELISA'nin
baglanmas: tarafindan él¢iildiigli iizere indirgenmis potens sergiler. Bazik pik 1, C
terminalinde tam lizin b&linmesi ve bazi prolin a-amidasyonu ve N terminalinde
tam pirogliitamat olusumu sergiler. Bazik piklerin en bol bulunan olan Bazik pik
3, C terminalinde tam lizin bolinmesi ve N terminalinde tamamlanmamis
piroglutamat olusumu sergiler. Bazik Varyantlar, C-terminalinde tam lizin
béliinmesi ve degisken seviyelerde prolin a-amidasyonu ve N-terminalinde
tamamlamak {izere tamamlanmamis piroglutamat olusumu sergiler. Yk

varyantlarinin cogunlugu biyolojik aktiviteyi korur.

8]
(8]
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Ornek 6

Peptit Haritalamasi

Peptit haritalamasi, hum13B8-b'nin birincil yapisi hakkinda bilgi saglar ve
oksidasyonun gerceklesip gerceklesmedigini degerlendirmek tizere kullanilabilir.
Sekans kapsamum arttirmak iizere, hum13B8-b'yi karakterize etmek {izere iki
farkli enzimatik peptid haritast kullamlmistir. Birincisi, endoproteinaz Lys-C
sindiriminden sonra peptit haritalamasidir. Proteini denatiire etmek tizere guanidin
hidrokloriir ile ve disiilfit baglarini indirgemek iizere 1,4-dithiothreitol (DTT) ile
bir hum13B8-b numunesinin tedavi edilmesiyle bir peptit haritas: elde edilmistir.
Daha sonra, DTT isleminden ortaya cikan serbest tiyolleri alkillestirmek iizere
numuneler iyodoasetamid (IAM) ile tedavi edilmistir. Numuneler daha sonra
endoproteinaz  Lys-C ile sindirilmistir. Ortaya c¢ikan peptitlerin - analizi,
elektrosprey kiitle spektrometrisine birlestirilmis tersine cevrilmis fazhi sivi
kromatografisi (Xbridge CI18, 5 um, 130 A gbzenek boyutu, 2.1x150 mm veya
esdegeri; Waters Corporation, Milford, Mass., USA) kullamlarak
gerceklestirilmistir. bunlarin  kiitle spektrometrisi  kullanilarak tespit edilen
kiitlelerinin yam swra hafif (L) ve agir (H) zincirlerinden kaynaklanan peptit
sekanslart Tablo 3'te verilir. Tutma siireleri, kromatografi sirasinda 90 dakika
boyunca 214 nm'de ultraviyole emilimi ile belirlenmigtir. IAM ile alkillenmis
sistein kahintis1 bagina net 57 Da'lhk bir kiitlenin ilave edilmesiyle sistein
kalinnlarimn alkilasyonuna yonelik olarak kiitleler diizeltilmistir. Hum13B8-b'nin
tamamlayicilik belirleyici bélgesinden (CDR) kaynaklanan bes peptid dzellikle
ilg1 konusudur. Pirogliitamate N-terminal agir zincir peptidi, lisin-kirpilmig C-
terminal agir zincir peptidi ve birka¢ metiyonin ile oksitlenmis ve deamidatlanmis
peptidler gibi yaygin post translasyonel olarak modifive edilmis peptitler de
gizlenmistir. Bu modifikasyonlarin hi¢cbiri molekiiliin CDR'lerinde bulunmaz.
Rutin  peptit haritalama deneyleri kiitle spektrometrisi  kullanilmadan

gerceklestirilebilir ve bir stabilite (test) numunesi ve bir kontrol (referans)
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numunesi gibi numuneleri kargilastirmak izere gozlemlenen piklerin tutulma

stireleri kullanilabilir.

Tripsin sindirimini kullanan bir ikinci peptit haritalama y&nterm, Lys-C peptit
haritasinda iyi temsil edilmeyen agir zincirin 64 - 120 kalintilart tizerine kapsama
llave etmek tzere gelistirilmistir. Endoproteinaz C ile paylasilan lizin
kalintilarinin boliinme bolgesi C-terminaline ek olarak, tripsin ayni zamanda, bir
daha kigciik peptit seti ile sonuc¢lanarak, arginin kalintilarimin C-terminalini de
béler (bir sonraki tortu P olmadif siirece). Agir zincirin 64 ila 120 kalintilarindan
ortaya c¢ikan peptitler, UV absorbans tespiti ve kiitle spektrometrisi (pik notuna
yonelik olarak) ile birlestirilmis tersine cevrilmis faz sivi kromatogratisi
kullanilarak tespit edilmistir. Hum13B8-b'nin ilgili triptik peptid fragmanlar
Tablo 3'te dahil edilir.

Tablo 3

Endoproteinaz Lys-C ve Tripsin ile Peptit Haritalama

Zincir Peptit Tutulma stiresi  Gézlemlenen kiitle Notlar
(dakika) (Da)
H 13-19 17.15 685.42
H 334-337 8.94 447.27
H 213-217 13.12 599.37
H 14-19 17.15 557.32
H 409-413 23.95 574.34
H 439-445 35.96 659.35 C-terminal-K
H 326-333 37.23 837.50
H 1-12 41.37 1267.68 IpE
H 340-359 43.49 2310.19
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Endoproteinaz Lys-C ve Tripsin ile Peptit Haritalama

Peptit

338-359
133-146
414-438
360-369
121-132
274-287
414-438
370-391
370-391
370-391
248-273
392-408
248-273
288-316
288-316
288-316
202247
274-325
202245
147-209

13-63

Tutulma siiresi

(dakika)
43.49
43.81
45.04
47.39
47.97
50.08
52.65
56.90
57.27
58.13
60.30
62.47
63.11
70.98
71.19
71.39
71.74
73.05
73.88
82.40

93.78

Gozlemlenen kiitle

(Da)
2509.32
1320.68
3059.36
1160.62
1185.65
1676.80
3043.37
2544.09
2543.10
2544.10
2970.41
1872.92
2054.42
5066.36
4904.28
4758.17
2843 .43
6096.43
2618.29
6712.66

3696.78

Notlar

M427 oksitlenmis

N383 isoD

N333 D

M251 oksitlenmis
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Zincir Peptit Tutulma siiresi  Gézlemlenen kiitle Notlar
(dakika) (Da)
H 20-63 95.45 5029.36 CDR-tiirevli
H 24-63 96.01 4555.12 CDR-tiirevli
L 184-188 9.76 624.28
L 208-214 19.92 868.36
L 104-107 22.96 487.30
L 146-149 26.46 559.32 CDR-tiirevli
L 150-169 29.11 213495
L 191-207 39.01 1874.92
L 46-52 40.79 833.51 CDR-tiirevli
L 170-183 47.39 1501.76
L 108-126 64.81 2101.11
L 1-42 68.14 4765.28
L 127-145 68.79 2125.05
L 1-39 68.90 4483.13
L 53-103 77.20 5559.57 CDR-tiirevli
Ornek 7

UV Spektroskopisi ile Protein Konsantrasyonu

Mevcut bulusun soliisyon formiilasyonlarindaki hum13B8-b antikorunun protein
konsantrasyonu UV spektroskopisi ile belirlenir. Belirleme, triptofan, tirozin ve
sistein kalintilart gibi amino asitler tarafindan 280 nm'de UV 1s18inin emilimine

baglidir. 280 nm'de emilim, 320 nm'de emilim kullanilarak 1sik sagilmasina
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yonelik olarak diizeltilir. Yontem, numunenin su ig¢inde bir gravimetrik
seyreltilmesini ve 280 nm'de emiciligi ve 320 nm'de emiciligi olusturmak iizere
bir UV spektrumunun kaydedilmesini igerir. Bu absorbans degerleri ve deneysel
olarak belirlenen 1.44 mL mg'cmlik sénme Kkatsayisi, huml3B8-b

konsantrasyonunu hesaplamak tizere kullanilir.

Ornek 8

Biyolojik Aktivite - Hiicre Bazh Fonksivonel Analiz

Mevcut bulusun formiilasyonlarindaki hum13B8-b'nin insan IL-23'lin biyolojik
aktivitelerini bloke etme kabiliyetini degerlendirmek {izere bir fonksiyonel hiicre
bazli analiz gelistirilmigtir. Bu analiz, hum13B8-bnin, bir IL-23’¢ yamt veren
hiicre hattinda (Kit 225) IL.-23 ile indiiklenen STAT3 aktivasyonunu inhibe etme
kabiliyetini degerlendirir. Bir hum13B8-b referans materyali ve test numunesinin
seri seyreltileri, Kit225 IL.-23'e yamit veren hiicreler ile inkiibasyon tarafindan
takip edilen, bir sabit insan IL-23 konsantrasyonu ile inkiibe edilir. STAT3
fosforilasyonunun huml13B8-b tarafindan inhibisyonu, peroksidaz ile konjiige
edilmis anti-IgG ile inkiibasyon ve kemiliiminesan maddenin ilavesi tarafindan
takip edilen, STAT3 yakalama ve anti-p-STAT3 tespit etme antikor cifti
kullamlarak ELISA ile hiicre lisatlarinda olgiilir. Bir inhibisyon yamit egrisi
("standart egri"), bir dogrusal olmayan regresyon dort parametre lojistik uyumu
kullamlarak iiretilir, burada IC50 degeri, maksimum yanitin 50'sini inhibe eden
anti-1L-23 konsantrasyonunu temsil eder. Test numunesinin nispi potensi, test
numunesinin inhibisyon tepkisi egrisinin standart egri ile karsilagtirilmasi ile
degerlendirilir ve referans yiizdesi olarak hesaplanir. Ayni numunenin ¢oklu
kopyalarina yonelik nispi potens degerleri bir tek raporlanabilir deger - bagil

potensin bir geometrik ortalamasi halinde birlestirilir.
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Ornek 9

Biyolojik Aktivite - ELISA Baglanmasi

Mevcut bulusun formiilasyonlardaki humlI3B8-b'nin insan IL-23'e yoOnelik
afinitesi bir denge baglayict ELISA'da degerlendirilir, burada referans materyali
ve test numunelerinin seri seyreltilmeleri insan IL-23 sitokin ile kaplanmis analiz
plakalarina uygulanir. Bu analiz, Ornegin, cesitli potansiyel terapotik
formiilasyonlarda biyolojik aktivitenin tutulmasim1  degerlendirmek iizere
kullanilabilir. Test numunesinin nispi potensi, test numunesinin doz yanit
egrisinin referans materyalinin doz yamt egrisi ile karsilastirilmasiyla

degerlendirilir ve referans yiizdesi olarak hesaplanir.

ELISA'lar teknikte iy1 bilinen yOntemler ile gerceklestirilir. Kisaca, mevcut
bulusun bir formiilasyonundaki hum13B8-b'min seri seyreltileri, daha Onceden
insan IL.-23 proteini ile kaplanmis ve daha sonra bloke edilmis olan bir mikrotitre
plakasimin oyuklarina ilave edilir. Bir inkiibasyon perivodundan sonra, oyuklar
yikanir ve bir peroksidaz ile konjuge keci anti-insan IgG (Fc) tespit etme antikoru
reaktifi ilave edilir. Kuyucuklar tekrar yikanmir ve bir kemiliiminesan peroksidaz
maddesi ilave edilir. Sinyal kemiliiminesans ile okunur. Bir dogrusal olmayan
regresyon dort parametrik lojistik uyumu kullanarak bir sigmoidal doz yanit egrisi
tretilir, burada EC50 degeri maksimum IL-23 baglanma sinyalinin %50'sini elde
etmek lizere gerekli olan konsantrasyonu temsil eder. Nispi biyolojik potens, test
numuneleri ile elde edilen sonuglarin referans numune ile elde edilen sinyal
seviyelerine bagli bir standart egri ile karsilagtinlmasiyla hesaplanir. Sonuglar,
referans antikor soliisyonu ile karsilastirildigi iizere biyolojik potens yiizdesi
olarak sunulur. Ayni numunenin ¢oklu kopyalarina yonelik bagil potens degerleri
bir tek raporlanabilir deger - bagil potensin bir geometrik ortalamasi halinde

birlestirilir.
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Ornek 10

SDS Kapiler Elektroforezi (CE-SDS)

Sodyum dodesil siilfat ile kapiler elektroforezi (CE-SDS), boyuta bagli olarak
proteinlert ayinir. CE-SDS, indirgeyict olmayan kosullar alunda veya indirgeyici
kosullar altinda gerceklestirilebilir. Indirgeyici CE-SDS ayristirilmis agir ve hafif
zincirleri birbirinden ve yam zamanda numunedeki diger potansiyel tiirlerinden
cozerken, indirgeyici olmayan CE-SDS bozulmamis antikorlart numunedeki diger

tirlerden cozer. Bakimiz, érnegin, Rustandi et al. (2008) Electrophoresis 29:3612.

Indirgeyici olmayan CE-SDS, serbest sistein kalintilarimi alkillestirmek iizere
antikor hum13B8-b numunelerinin  N-etilmaleimit ve SDS varhiginda 1s1
denatiirasyonunu gerektirir. Daha sonrasinda, numune, ayirmaya yonelik olarak
eleme seciciligi saglayan bir yer degistirebilir SDS polimer matrisi igeren bir
kapiler i¢cinde ayrilir. Test numunesindeki tiim pikler entegre edilir ve pik
bolgeleri, numunedeki Ana IgG (bozulmamis antikor) ylizdesini belirlemek {izere

kullanilir.

Indirgeyici CE-SDS, disiilfit baglarin1 indirgemek tizere antikor humI3B8-b
numunelerinin - 2-merkaptoetanol ve SDS  varlifinda 151 denatiirasyonunu
gerektirir. Daha sonrasinda, numune, ayirmaya yonelik olarak eleme segiciligi
saglayan bir yer degistirebilir SDS polimer matrisi igeren bir kapiler i¢ginde ayrilir.
Test numunesindeki tiim pikler entegre edilir ve pik bélgeleri hum13B8-b'deki

agir ve hafif zincirlerin yiizdesini belirlemek iizere kullanilir.

Ornek 11

Cokeltme Hiz1 Analitik Ultrasantrifiij (SV-AUC)

40
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Mevcut bulusun formiilasyonlarindaki hum13B8-b antikorunun dort bilesenli
yapisim sorusturmak iizere SV-AUC kullamlmistir. SV-AUC, molekiillerin bir
santrifiij kuvvete yanit olarak ¢okeldigi hizi dlcer. Bu c¢okeltme hizi, numunede
mevcut olan molekiillerin molekiiler agirhig hakkinda bilgi saglar. Hum13B&-b,
baskin olarak, 7.0S'lik bir ¢okeltme katsayisina (s2o, w) sahip bir tiir olarak coker.
Bu tiir, monomerin beklenen molekiiler agirligr ile aymi hizada olan yaklagik

olarak 150 kDa'lik bir tahmini molekiiler agirliga sahiptir. Makromolekiiliin

hidrasyonuna ve sekline bagli olan siirtiinme orani, parcalar arasinda benzerdir.

Ornek 12

Antikor Formiilasyonlarinin Genisletilmis Stabilitesi

Mevcut bulusun antikor formiilasyonlarina yonelik ilave uzun dénemli stabilite

verileri elde edilmistir. 24 aya kadar olan érnekleyici stabilite verileri, Parcalar E

ve [) ye yonelik olarak asagidaki Tablolar 4 - 9'da sunulur,

Tablo 4
Saklama 5C
Kosulu
Parca D Stabilite Testi Arah@ (Aylar)
Test Baslangic M 3M oM
Analiz - UV 95.1 96.1 1004 994
(A280nm)
mg/mL
HP-IEX [%]
Asidik 10.1 10.2 10.2 10.6
Varyantlar

41

12M

93.6

9.3

18M 24M
977 103.8
11.5 11.6



02422-P-0002

Saklama

Kosulu

Parca D

Test

Asidik 1 Pik
Ana pik Oncesi
Ana pik

Ana pik sonrasi
Bazik 1 pik
Bazik 2 pik

Bazik

varyantlar
Diger
HP-SEC[%]

Yiiksek
Molekiiler
Agirhik Tiirleri

Monomer

5C

Stabilite Testi Arah@ (Aylar)

Baslangic

9.7

63.2

ND

0.79

99.2

Ge¢  Aynsan NQ

Pik
HIAC

[partikiiller/m
L]

2 uM

2827

IM 3M

9.8 10.7

63.3 62.3

89 89

40 44

3.2 35

0.6 ND

0.83 0.95

99.1 99.0

0.11 0.07

1805 1190

5

42

6M

10.5

62.0

9.2

39

3.8

ND

0.51

99.5

NQ

3701

12M

10.7

62.2

9.7

29

5.3

ND

0.84

98.9

0.25

2895

18M

11.4

60.3

9.0

34

3.9

0.5

1.16

98.6

108

24M

11.5

60.4

8.7

3.1

4.0

0.6

1.24

98.5

0.27

1879
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5uM 292 168 1474 712 612 201 644
10 uM 35 32 326 211 168 36 123
25 UM 0 1 13 9 6 2 4

ND - Tespit Edilmemistir; NQ - Nicellestinnlmemistir; QL - Nicellestirme Siniri;
SC:5°C (£3°C); QL = %0.25

Tablo 5
Saklama Kosulu 25H
Parca D Stabilite Testi Arahif (Aylar)
Test Baslangig 1M 3M 6M 12M
Analiz - UV (A280nm) mg/mL 95.1 96.4 98.6 102.8 96.3
HP-IEX [%]
Asidik Varyantlar 10.1 11.5 153 185 254
Asidik 1 Pik 9.7 11.6 138 148 179
Ana pik Oncesi
Ana pik 63.2 60.3 56.0 51.7 422
Ana pik Sonrast
Bazik 1 pik 9.3 95 85 87 87
Bazik 2 pik 3.9 33 22 17 1.6
Bazik varyantlar 3.8 38 3.6 45 42
Saklama Kosulu 25H
Parca D Stabilite Testi Aralig1 (Aylar)
Test Baslangigc 1M 3M 6M 12M
Diger ND ND 05 ND ND
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HP-SEC [%]

Yiiksek Molekiiler Agirlik Tiirleri  0.79 1.47 2.05 1.35  2.69
Monomer 99.2 98.4 97.7 979 96.2
Geg Yatigan pik NQ 0.14 030 0.77 1.15

ND - Tespit Edilmemistir; NQ - Nicellestirilmemistir; 25H :25°C/%60 Nispi
Nemlilik

Tablo 6
Saklama Kosulu RH4
ParcaD Stabilite Testi Arahgi (Aylar)
Test Baslangic 1M 3M oM
Analiz - UV (A280nm) mg/mL 95.1 95.0 103.6 102.7
HP-IEX [%]
Asidik Varyantlar 10.1 204 463 58.4
Asidik 1 Pik 9.7 159 178 15.0
Ana Pik Oncesi
Ana Pik 63.2 494 247 15.8
Ana Pik Sonrasi
Bazik 1 Pik 93 82 50 5.8
Bazik 2 Pik 3.9 1.5 1.8 ND
Bazik varyantlar 3.8 3.7 4.4 5.0
Diger ND 0.8 ND ND
HP-SEC [%]
Yiiksek Molekiiler Agirhik Tiirleri 0.79 234 491 3.68

44
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Monomer 99.2 97.1 933 93.3
Ge¢ Ayrnisan Pikler NQ 056 1.74 3.00

ND - Tespit Edilmemistir; NQ - Nicellestirilmemustir; RH4: 40°C/%75 Nispi
Nemlilik

Tablo 7
Saklama Kosulu 5C
Parca E Stabilite Testi Arahg (Aylar)
Test Baslangic 1M 3M 6M 12M 18M 24 M
Analiz - UV (A280nm) 94.1 97.5 973 99.0 919 101.3 98.2
[mg/mL]
HP-IEX [%]
Asidik Varyantlar 8.1 77 78 80 79 85 8.6
Asidik 1Pik 8.3 88 88 88 91 95 96
Ana pik Oncesi
Ana pik 66.0 66.0 66.0 658 656 652 65.2
Saklama Kosulu 5C
Parca E Stabilite Testi Aralhi (Aylar)
Test Baglangic 1M 3M 6M 12M 18 24M
Ana pik Sonrasi
Bazik 1 pik 9.5 95 97 98 99 94 94
Bazik 2 pik 4.3 47 42 40 37 3.6 33
Bazik varyantlar 33 33 34 35 36 34 34
Diger 0.5 ND ND ND ND 05 05
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HP-IEX %

Asidik Varyantlar 169 NT 172 178 182 NT 19.1
Ana Pik 63.8 NT 635 627 63.1 NT 633
Ana Pik Sonrasi 2.0 NT 21 24 21 NI 19
Bazik Varyantlar 173 NT 17.1 170 168 NT 158
ELISA Baglama

112 NT NT 96 NT NT NT
Kontrole gore potens [ %]

ELISA Baglama
NT NT NT NT 98 100 103
Kontrole gore potens [ % ]

Hiicre-bazh fonksiyonel
NT NT NT 113 106 90

analiz ile biyolojik potens
HP-SEC %

Yiksek Molekiiler Agirhk
027 017 037 037 046 051

Tiirleri

Monomer 99.8 997 998 995 995 993 993
Ge¢ Aynsan Pikler NQ 005 NO 13 <QL <OL <QL
HP-SEC [%]

Yiiksek Molekiiler Agirlik
NT NT NI NI NT NT 047

Tiirlert
Monomer NT NT NT NT NT NT 992
Geg Aynisan Pikler NT NT NT NT NT NT 036

HIAC [partikiiller/mL]
2 pm 1646 2307 2759 2240 5752 923 4491

5um 199 343 524 240 1352 265 1733
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10 pm 15 96 136 30 275 48 585

25 pm 0 3 4 | 15 0 11

CE-SDS (indirgenmis
olmayan) [ %]

Toplam Saflik NT NT NT NT NT NT 966

CE-SDS (indirgenmis)
%

Toplam Saflik NT NT NT NT NT NT 966

ND - Tespit Edilmemistir; NQ - Nicellestirilmemistir; NT - Test Edilmemistir;
QL — Nicellestirme Simir1; QL = %0.25; 5C: 5°C (x 3°C)

Tablo 8
Saklama Kosulu 25H
Parca E Stabilite Testi Arahg: (Aylar)
Test Baslangic 1M 3M 6M 12M
Analiz - UV (A280mm) ) | 980 982 960 929
[mg/mL]
HP-IEX [%]
Asidik Varyantlar 8.1 9.1 10.9 145  20.0
Asidik 1 Pik 8.3 9.4 11.2 13.6 16.8
Ana pik 6ncesi
Ana pik 66.0 64.3 61.8 568 495

Ana pik sonrast
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Bazik 1 pik 9.5 9.6 9.9 95 7.7
Bazik 2 pik 4.3 4.1 23 1.8 09
Bazik varyantlar 33 3.4 3.5 38 39
Diger 0.5 ND ND ND 1.1
ELISA Baglama

112 NT NT 99 NT

Kontrole gore potens [ %]

ELISA Baglama
NT NT NT NT 105
Kontrole gore potens [ %]

Hiicre-bazh fonksiyonel analiz

NT NT NT NT 103
ile biyolojik potens
HP-SEC [%]
Yiiksek  Molekiiler — Agirlik

0.21 0.51 0.49 1.19 1.87
Tiirleri
Monomer 99.8 99.4 99.1 98.3 97.6
Diisiik Molekiiler Agirlik Tiirleri NQ 0.12 0.43 0.50 0.86

ND - Tespit Edilmemigtir; NT — Test Edilmemistir; NQ - Nicellegtirilmemistir;
25H :25°C/%60 Nispi Nemlilik.

Tablo 9
Saklama Kosulu RH4
Parca E Stabilite Testi Aralig1 (Aylar)
Test Baslangic 1M 3M oM
Analiz - UV (A280nm) [mg/mlL.] 94.1 949 984 955

HP-1IEX [%]
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Asidik Varyantlar 8.1 18.5 363  56.7
Asidik 1 pik 8.3 151 194 165
Ana pik dncesi

Ana pik 66.0 51,6 326 169

Ana pik sonrasi

Bazik 1 pik 9.5 8.8 73 55
Bazik 2 pik 4.3 1.7 04 ND
Bazik varyantlar 33 3.6 4.1 4.4
Diger 0.5 0.7 ND ND
ELISA Baglanma " NT NT 04

Kontrole gore potens [ % |

HP-SEC [%]

Yiiksek Molekiiler Agirlik Tiirleri 0.21 1.39 1.66 486
Monomer 99.8 98.1 96.7 927
Diisiik Molekiiler Agirhik Tirleri NQ 0.51 1.60 2.44

ND — Tespit Edilmemistir; NQ - Nicellegtirilmemistir; NT — Test Edilmemistir;
RH4: 40°C/%75 Nispi Nemlilik

Tablo 10 sekans listelemedeki sekanslan listeler.

Tablo 10

Sekans Tamimlayicilan
SEQ ID NO: Aciklama

1 hum13B8-b HC
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Sekans Tanimlayicilan

SEQ ID NO: Acgiklama
2 hum13B8-b LC
3 13B8-b CDRH1
4 13B8-b CDRH2
5 13B8-b CDRH3
6 13B8-b CDRLI1
7 13B8-b CDRL2
8 13B8-b CDRL3
9 insan IL-23p 19
10 hum13B8-b HC DNA

11 hum13B8-b LC DNA

12 Agir Zincirli Sinyal Sekansi
13 Hafif Zincirli Sinyal Sekansi
DIZi LISTESI

<110> MERCK SHARP & DOHME CORP.
Kashi, Ramesh
Badkar, Aniket

<120> Islenmis Anti-IL-23p19 Antikorlarin Soliisyon Formiilasyonlar
<130> 23364

<150>US 61/737,035
<151>2012-12-13
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<160>13

<170> Patentln versiyonu 3.5

<210>1

<211> 446
<212>PRT
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Insan cergeveleri, kemirgen CDRleri

<220>

<221> DOMEN
<222>(1)..(116)

<223> Degisken Domen

<400> 1
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Gln

Ser

Trp

Gly

Glu

65

Met

Ala

Thr

Vval

val

Met

Gln

50

Gly

Glu

Arg

Val

Gln

Lys

Thr

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Ser
115

Leu

val

20

Trp

Phe

val

Arg

Gly

104

Ser

Val

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

B3

Gly

Ala

Gln

Cys

Arg

Ala

Mat

70

Leu

Gly

Sar

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Phe

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ala

Lys
120

52

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Asp

Tyr
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Trp

Pro

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Gly

Sar

Lys

Ile

Gly

Tyr

&0

Thr

Ala

Gln

Val

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Phe
125

Proe

Ile

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

1140

Pro

Gly

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Ala

TYr

Phe

Tyr

BO

Cys

val

Ala
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Pro

Vval

143

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Lau

Glu

Lys

Lys

Lys

Sar

Lys

Ser
130

Lys

Lau

Thr

Val

210

Furu

FPhe

val

Phae

Prao

290

Thr

val

Ala

Gly

Ser

Asp

Thr

TyTr

Gln

155

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arqg

val

Serv

Lys

Aap

355

Phae

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Cys
260

T=p

Leu

Asn

Gy
340

Tyr

Gly

165

Leu

Tyt

Lysa

Fow

Lys

245

val

Tyxr

Hig

Lys
325

Leu

Pra

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Ala

23¢

Fro

val

val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Fro

Lys

val

Agp

Tyr

295

Asp

Arg

Lyn

A3p

Gly

Fro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

lle

Gly

Val

Phe

Val

185

val

Lys

Thr

val

265

val

Sear

Lau

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

170

Asn

Ser

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asgn

Pro

330

Gln

Val

Val

Ala

val

155

Ala

val

His

Cys

Gly

2315

Mat

His

val

Tyr

Gly

315

Ile

val

Ser

Glu

Ala

144

Ser

Val

Fro

Lys

Asp

22¢

Gly

Ile

Glu

Hyig

Arg

a¢

Lys

Glu

Ty

Lau

Trp

Trp

Ser

Pro

205

Lys

Frua

Ser

ABSp

Asn

ZB5

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Gly

Asn

ser

150

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys=s

Sar

Cys

Ser

175

Ser

Asn

Hia

val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

338

Pro

Ley

Asn

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Flie

240

Fro

val

Thr

vVal

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly
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370 375 380
Gln Pra Glu Aan Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
385 390 395 400
Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
{05 T TS
Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430
Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu S5er Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445
<210>2
<211>214
<212>PRT
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Insan gergeveleri, kemirgen CDRleri

<220>
<221> DOMEN
<222>(1)..(108)

<223> Degisken Domen

<400> 2
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Asp

Asp

Leu

TYE

Ile

Arg

Ala

AEn

Gln

val

Tcp

Ala

Met

Thr

20

Tyr

Lysa

Thr

Ile

Gln

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Ser

Cys

Lys

Ala

Prao

Arg

Pro

0

Glu

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Ser

10

Sar

Lys

val

Leu

Glu

Ala

Pro

Ser

Asn

Pro

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

val

15

Ser

Leu

Ser

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser
&5

Glu

Thr

Gly

hsp

Phe

Ser

Phe

Gly

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Thr
BS

Gly

Asp
70

Tyr

Thr

Phe

Tyr

Lys

Thr

Cys

val

Leu

Gln

Glu
108

Thr

Hia

90

Ile

Ile
75

Hys

Lys

Ser

Tyr

Arg

Ser

Gly

Thr

Leu

Ile

val
114

Gln

Pro

95

Ala

Pro
BO

Phe

Ala

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

130

val

Ser

val
115

Ser

Gln

val

FPhe

Val

Trp

Thr

Ile

Val

Lys

Glu

Phe

Cys

val

150

Gln

Pro

Leu

135

Asp

AsSp

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

Asn

Leu

Asp

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

Lys

Arg

Asn

Ser

Ser

Glu

Ser

Leu

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Ser

Ala

Phe

Thr

Cys

Asn
210

Leu

Glu
1595

Arg

Thr
180

val

Gly

165

Leu

Thr

Glu

Ser

His

Cys

Lys

Gln

Ala

Gly
200

Asp
185

Leu

170

Tyr

Ser

Glu

Ser

Lys

Pro

His

val
205

Lys8
190

Thr

175

val

Lys

Tyr

Ser

<210>3
<211>10
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<212>PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Gly Tyr Ile Phe Ile Thr Tyr Trp Met Thr

1

]

<210>4

211> 17

<212> PRT
<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Bir amino asit siibstitiisyonuna sahip kemirgen CDR’si

<400> 4

Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp Tyr Asn Glu Lys Phe Glu

1 s

Gly

10

<210>5
<211>7
<212>PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Gly Gly Gly Gly Phe Ala Tyr
1 5
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<210>6
<211>11
<212> PRT

<2 13> Mus musculus

<400> 6

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

Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
1 3 10

<2 13> Mus musculus

<A400> 7

<210>8
<211>9
<212>PRT

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<2 13> Mus musculus

<400> 8§

<210=>9
<211> 170

Gln His His Tyr Gly Ile Pro Phe Thr
1 5
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<212>PRT

<213> Homo sapiens

<400>9

Arg Ala Val Pro Gly Gly Ser Ser
Leu Ser Gln Lys Leu Cys Thr Leu

20

Gly His Met Asp Leu Arg Glu Glu

Pro

Ala
25

Gly

Ala
10

Trp

Asp

Trp

Ser

Glu

Thr

Ala

Glu

Gln

His

The

Cys

Pro
30

Thr

Gln
15

Leu

Agn

Gln

Val

Asp

35 490

Val Pro His Ile Gln Cys Gly Asp
50 55

Asp Asn Ser Gln Phe Cys Leu Gln
65 24

Gly

Arg

Cys

Tle

Asp

His
23

Pro
60

Gln

45

Gln

Gly

Gly

Leu

Leu

Tle

Arg

Phe
80

Tyr Glu Lys Leu Leu Gly Ser Asp
85

Leu Prc Asp Ser Pro Val Gly Gln
100

Ser Gln Leu Leu Gln Pro Glu Gly
115 120

Ile

Leu
105

His

Phe
a0

His

His

Thr

Ala

Trp

Gly

Ser

Glu

Glu

Leu

Thr
125

Pro

Leu
110

Gln

Ser
95

Gly

Gln

Leu

Leu

Ile

Pro Ser Leu Ser Pro Ser Gln Pro
13¢ 13%

Lys Ile Leu Arg Ser Leu Gln Ala
145 150

Phe Ala His Gly Ala Ala Thr Leu
165

Trp

Phe

Ser

Gln

val

Fro
170

ATg

Ala
155

Lau
140

val

Leu

Ala

Leu

Ala

ArTg

Arg

Phe

val
160

<210> 10

<211> 1398
<212> DNA
<213> Yapay Dizi
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<220>

<223> Insan sabit ve cerceve bolgeleri, kemirgen CDR’leri

<400> 10

atggctgtgce tggggotgcot gttcectgectg gtgacattcecc caagetgtgt gcectgtoccag 6d
gtgcagctgg tgcagtctgg cgcetgaggtg aagaagcectg gegcctccgt gaaggtctcc 120
tgcaaggectt ctggctacat cttcatcacc tactggatga cctgggtgcg gcaggcocccct 180
ggccagggge tggagtggat gggocagatce ttcoectgeca geggetotge agactacaac 240
gagaagttcg aaggecagagt caccatgacc acagacacat ccaccagcac agcctacatg 300
gagctgagga gcotgagatc tgacgacacc gocgtgtatt actgtgocag aggeggtgge 360
ggattcgctt actggggeca gggcaccctg gtcaccgtct ccagecgctag caccaagggce 420
ccatcggtct tccoccocotgge accctoctcc aagageacct ctgggggeoac agcoggecctg 480
ggctgeoctgg tcaaggacta cttoceccgaa ceggtgacgg tgtcgtggaa ctcaggegece 540
ctgaccageyg gogtgracac ctteccegget gtectacagt ccteaggact ctacteccte 600
agcagegtgg tgaccegtgee ctecageage ttgggeaccee agacctacat ctgeaacgtg 660
aatcacaagc ¢cagcaacac caaggtggac aagaaagtitg agocacasatc ttgtgacaaa 720
actcacacat gcoccaccgtg cocagcacct gaactoctgqg ggggaccogtc agtcttocte 780
ttcccecccaa aacccaagga caccctcatg atctcecegga cecctgaggqt cacatgegtg 840
gtggtggacyg tgagcracga agacccotgag gtoaagttcea actggtacgt ggacggoghtg 300
gaggtgcata atgccaagac saagoocgcgg gaggagcagt acaacagceac gtaccgtgtg 960
gtcagegtoe toaccgtooct graccaggac tggoetgaatqg goaaggagta caagtgcaag 1020
gtctocraaca aagococtoeoo agoccoccatc gagaaaacca tctccaaago caaagggeag 1080
ccccgagaac cacaggtgta cacccoctgocc ccatccceggqg atgagotgac caagaaccag 1140
gtcagccoctga cctgectggt casaggette tatccocageg acatcgoegt ggaghtgggag 1200
agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc cecgtgctgga ctcoccgacgge 1260
tccttcttoc tctacageaa gotcaccegtg gacaagagea ggtggcagcea ggggaacgha 1320
ttctcatget ccgtgatgca tgaggetctg cacaaccact acacgcagaa gagcectctce 1380
ctgtcetecegg gtaaatga 1398
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<210>11
<211> 702

<212>DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Insan sabit ve cerceve bolgeleri, kemirgen CDR’leri

<400> 11

atggeotccag tgcageotgoet ggggotgetyg gtgetgttoe tgoecagocat gagatgtgat 60
atccagatga cccagrtctec atcctocctg totgoctetg tgggegacag agtgaccate 120
acctgcagga ccagcgagaa catctacagc tacctggocct ggtatcagca gaagccaggg 180
aaggccececta agetgeotgat ctataacgoce aagacceetgg ctgaagggygt gocatccagg 240
ttcageggea goggcectctgg gacagacttc accctgacca tcagcagect gcagccotgag 300
gacttcgeoca cctactactg tcagcaccac tacggaattc cattcacctt cggocagggce 360
accaaggtgg agatcaagcg tacggtggect gcaccatctg tgttcatctt ccctcecatct 420
gatgagragc tgaagtctgg aactgectce gtggtgtgec tgctgaataz cttetatccoe 4840
agagaqggcca aggtgcagty gaaggtggat aacgcdcctcec agagceggcaa ctcccaggag 540
agegtgacag agcaggacag caaggacage acctacagee tgagecagecac cctgaccecetg 600
agcaaagcag actacgagaa acacaaggtg tacgcctgcg aggtgaccca tcagggcctg 660
agcagecececeg tgacaaagag cttcaacagg ggagagtgtt aa 702
<210> 12

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12
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Mest Ala Val Leu Gly Leu Leu Phe Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser Cys

Val Leu Ser

<210> 13
<211>19
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 13

Mat Ala Pro Val Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Laeu Phe Leu Pro Ala
1 5 10 15

Met Arg Cys
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