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OZET

UCLU NEGATIF MEME KANSERINI TEDAViI ETMEK iCIN
AJANLAR

ER proteini ekspresyonu ve/veya PgR proteini ekspresyonu
bulunmayan ve/veya HER2 proteini asir ekspresyonu gdstermeyen
meme kanseri hiicreleri (yani liglii negatif meme kanseri hiicreleri,
bazal benzeri), bir anti-KAAG]!1 antikoru ile etkin bir sekilde hedef
alinabilir ve o antikorla birlikte tasinan bir terapitik moietenin
hiicrelere teslim edilmesi yoluyla &ldiiriilebilirler. Dolayisiyla,
KAAGIl'e spesifik baglanan antikorlar ve antijen-baglanma
fragmanlari, bahsi gecen markerlerden en az biri bakimindan negatif
olan meme kanseri hiicrelerinin tespiti ve terapétik tedavisi icin
kullanilabilirler. Burada konu edilen ve agiklanan, ticlii negatif meme
kanseri ve/veya bazal benzeri meme kanserinin tedavisinde antikor

konjugatlarinin kullanimidr.,
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ISTEMLER

. Uclii negatif meme kanserinin tedavisinde kullanim icin bir

terapitik moieteye konjuge olan ve bobrek ile iliskili antijen 1'e
(KAAGI) spesifik baglanma kabiliyetine sahip olan bir antikor
veya onun bir antijen-baglanma fragmam olup, burada séz
konusu antikor veya onun antijen-baglanma fragmani, SEKANS
KOD NO.: 49'da gosterildigi gibi olan bir CDRHI1, SEKANS
KOD NO.: 50'de veya SEKANS KOD NO.: 212'de gosterildigi
gibi olan bir CDRH2, SEKANS KOD NO.: 51'de gosterildigi
gibi olan bir CDRH3, SEKANS KOD NO.: 52'de gosterildigi
gibi olan bir CDRLI1, SEKANS KOD NO.: 53'te gosterildigi
gibi olan bir CDRL2 ve SEKANS KOD NO.: 54'te gosterildigi
gibi olan bir CDRL3 i¢erir.

. Istem 1'¢ uygun kullamm icin antikor veya onun antijen-

baglanma fragmanm olup, burada antikor veya onun antijen-

baglanma fragmani kanser hiicrelerinin ylizeylerine baglanir.

. Istem 1 veya 2've uygun kullanim i¢in antikor veya onun-

antijen-baglanma fragmam olup, burada antikor veya onun
antijen-baglanma fragmam KAAGT1'in 30 ila 84 sayili amino

asitleri arasinda yer alan bir epitopa baglanir.

. Istemler 1 ild 3'ten herhangi birine uygun kullanim icin antikor

veya onun-antijen-baglanma fragmani olup, burada antikor veya

onun antijen-baglanma fragmani bir monoklonal antikor, bir
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kimerik antikor, bir insan antikoru veya bir hiimanize antikordur

ya da bunlardan birinin bir antijen-baglanma fragmanidir.

. Istemler 1 ila 4'ten herhangi birine uygun kullanim i¢in antikor

veya onun-antijen-baglanma fragmani olup, burada antikor veya
onun antijen-baglanma fragmant bir kemoterapétik veya bir

sitotoksik ajan ile birlikte kullanilir.

. Istemler 1 ila 5'ten herhangi birine uygun kullanim icin antikor

veya onun-antijen-baglanma fragmani olup, burada antikor veya
onun antijen-baglanma fragmam SEKANS KOD NO.: 48'de
gosterildigi gibi olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 46'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir
degisken bolgesi igerir.

. Istemler 1 ild 5'ten herhangi birine uygun kullanim icin antikor

veya onun-antijen-baglanma fragmani olup, burada antikor veya
onun antijen-baglanma fragmani, X ile gosterilen amino
asitlerden en az birinin SEKANS KOD NO.: 48'de gosterilen
polipeptiddeki miitekabil amino asitten farkli bir amino asit
oldugu ve dolayisiyla bir amino asit ikamesinmi teskil ettigi
SEKANS KOD NO.: 186'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zineir degigsken bolgesi ve X ile gosterilen amino asitlerden en
az birinin SEKANS KOD NO.: 46'da gdésterilen polipeptiddeki
miitckabil amino asitten farkli bir amino asit oldugu ve
dolayisiyla bir amino asit ikamesini tegkil ettigit SEKANS KOD
NO.: 191'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken

bolgesi 1cerir.
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Istemler 1 ila 5 ve 7'den herhangi birine uygun kullanim igin
antikor veya onun-antijen-baglanma fragman olup, burada hafif
zincir degisken bolgesi SEKANS KOD NO.: 187'de gosterildigi
gibidir ve burada agir zincir degisken bolgesi SEKANS KOD
NO.: 192'de gosterildigi gibidir.

Istemler 1ila 5, 7 ve 8'den herhangi birine uygun kullanim igin
antikor veya onun-antijen-baglanma fragmani olup, burada hafif
zincir degisken bolgesi SEKANS KOD NO.: 188'de gosterildigi
gibidir ve burada agir zincir degisken bolgesi SEKANS KOD
NO.: 193'te gosterildigi gibidir.

Istemler 1 i1a 5 ve 7 ild 9'dan herhangi birine uygun kullanim
icin antikor veya onun antikor-baglanma fragmani olup, burada

antikor veya onun antijen-baglanma fragmani sunlan igerir:

a. SEKANS KOD NO.: 189 veya SEKANS KOD NO.:
190'da gosterildigi gibi olan bir hafif zincir degisken
bolgesi ve SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS KOD
NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196 veya SEKANS KOD
NO.: 197'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesi;

b. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir degisken bdlgesi ve SEKANS KOD NO.:
194'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgest;
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c. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir degisken bdélgesi ve SEKANS KOD NO.:
195'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesi;

d. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir degisken bolgesi ve SEKANS KOD NO.:
196'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesi;

e. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir degisken boélgesi ve SEKANS KOD NO.:
197'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesi;

f. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir degisken bolgesi ve SEKANS KOD NO.:
194'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesi;

g. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir degisken bolgesi ve SEKANS KOD NO.:
195'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesi; veya

h. SEKANS KOD NO.: 199 veya SEKANS KOD NO.:
200'de gosterildigi gibi olan bir hafif zincir degisken
bolgesi ve SEKANS KOD NO.: 202, SEKANS KOD
NO.: 203, SEKANS KOD NO.: 204 veya SEKANS KOD
NO.: 205'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesi.
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11. Istemler 1 ila 5 ve 8 il 10'dan herhangi birine uygun kullanim
icin antikor veya onun antikor-baglanma fragmani olup, burada

antikor veya onun antijen-baglanma fragmani sunlar igerir:
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a. SEKANS KOD NO.: 199'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 202'de gosterildigi
gibi olan bir agir zincir;

b. SEKANS KOD NO.: 199'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 203'te gosterildigi
gibi olan bir agir zincir;

c. SEKANS KOD NO.: 199'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 204'te gosterildigi
gibi olan bir agir zincir;

d. SEKANS KOD NO.: 199'da gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 205'te gosterildigi
gibi olan bir agir zincir;

e. SEKANS KOD NO.: 200'de gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 202'de gosterildigi
gibi olan bir agir zincir;

f. SEKANS KOD NO.: 200'de gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 203'te gosterildigi
gibi olan bir agir zincir;

g. SEKANS KOD NO.: 200'de gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 204'te gosterildigi
gibi olan bir agir zincir; veya

h. SEKANS KOD NO.: 200'de gosterildigi gibi olan bir
hafif zincir ve SEKANS KOD NO.: 205'te gosterildigi

gibi olan bir agir zincir.
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Istem 1'e uygun kullanim igin antikor veya onun antijen-
baglanma fragmani olup, burada terapdtik moiete bir sitotoksik

ajandir.

Istem 1'e uygun kullamm icin antikor veya onun antijen-
baglanma fragman olup, burada terapotik moiete bir anti-

mitotik bilesiktir.

Istemler 1 il 5 ve 8 il 10'dan herhangi birine uygun kullanim
i¢in antikor veya onun antijen-baglanma fragman olup, burada
antikor veya onun antijen-baglanma fragman KAAG1'e yonelik
1 nM veya daha disiik ya da 0,1 nM veya daha diisik bir

afiniteye sahiptir.

Istemler 1 ila 5, 8 ila 10 ve 12 ild 14'ten herhangi birine uygun
kullamim i¢in antikor veya onun antijen-baglanma fragmani
olup, burada antikor veya onun antijen-baglanma fragmam bir

hiicrenin icine internalize edilir.

Istemler 1 ild 15'ten herhangi birine uygun kullanim i¢in antikor
veya onun antijen-baglanma fragmam olup, burada antikor veya
onun antijen-baglanma fragmam bir anti-kanser ajami ile birlikte

kullanilir,
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TARIFNAME

UCLU NEGATIF MEME KANSERINi TEDAVI ETMEK ICIN
AJANLAR

ARKA PLAN

Gliniimiizde diinya genelinde her yil bir milyondan fazla kadina meme
kanseri tanis1 konmaktadir. Meme kanseri, bir histolojik siniflandirma
sistemi yardimiyla birbirlerinden ayirt edilen diizinelerce farkl tipi
bulunan epey heterojen bir hastaliktir, Bliylik bir alt-tip ve vakalarin
biiylik ¢ogunlugu histolojik bakimdan luminal A veya luminal B
adiyla tamimlanmakta olup, bunlar sirasiyla disik dereceli veya
yiiksek dereceli bir histolojiyle dstrojen reseptorii (ER) ekspresyonu
sergileyen gruplar olarak siniflandirmak miimkiindiir (Santana-Davila
and Perez, 2010). ER-pozitif durum ile birlikte s6z konusu oldugunda
bir timdriin hormona cevap veren bir tiimor olarak siniflandirilmasina
neden olan progesteron reseptérii (PgR) ekspresyonunu dlgmek igin
immiinohistokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bunun yani sira,
immiinohistokimya veya floresans in situ hibridizasyona (FISH)
basvurularak, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2'nin (HER2)
asirt ekspresyonunu veya amplifikasyonunu izlemek miimkiindiir.
Genelde meme tiimdrlerinde bu ¢ markerin eksprese oldugunun
goézlemlenmesi daha iyi bir klinik sonug¢ alinacagina dair bir bulgu
olarak kabul edilir, ¢linki hastalarin yonlendirilebilecekleri, bu

proteinleri hedef alan bir dizi tedavi se¢enegi mevcuttur (de Ruijter et
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al., 2011) ve bunlar arasinda tamoksifen, Arimidex™ (anastrozol),
Aromasin™  (cksemestan), Femara™  (letrozol), Faslodex™
(fulvestrant), Herceptin™ (trastuzumab) ve Tykerb™ (lapatinib)

say1labilir.

Meme kanserinin bir diger histolojik alt-tipi, baska ortak bulgular da
s0z konusu olmakla birlikte temelde daha yiiksek bir histolojik derece,
mitotik indeks artist ve yiksek bir Ki67 ekspresyonu ile
iliskilendirilen bazal benzeri kanserlerden olusur (Santana-Davila and
Perez, 2010). Bazal benzeri kanserlerin biiyiikk c¢ogunlugu, tam
konmus olan biitin meme kanseri vakalarinin %15 ild %?20'sine
tekabil eden {Ugli negatif meme kanseri (TNBC) vakalarindan
meydana gelir (Ismail-Khan and Bui, 2010). TNBC; ER ve PgR
protein ekspresyonu yoniinden ¢ksikligin séz konusu oldugu ve HER2
protein asir1 ekspresyonunun bulunmadigr vakalar1 tanimlamak igin
kullanmilir. Bazal benzeri kanser ile TNBC arasindaki iliski kolayca
tarif edilemez, ¢ilinkii ne biitin TNBC vakalan bazal benzeridir ne de
biitliin bazal benzeri kanserler TNBC'dir, fakat bu kategorilere dahil
olan vakalarin yaklasik %751 bu kategorilerin her ikisinin de
karakteristiklerini tasir. TNBC, diisiik bes yillik sag kalim oranlar ve
yiiksek niiks riskinden meydana gelen zayif bir prognoz ile

iliskilendirilir.

TNBC bulunan hastalar, diger meme kanseri alt-tiplerine kiyasla bu
hastalifa yasamlarinin daha erken bir sathasinda yakalanirlar ve
genelde menopoz oncesi donemde tami alirlar (Carey et al., 2006).
Bazal benzeri meme kanseri alt-tipine benzer sekilde ii¢lii negatif

meme kanser1 de, diger meme karsinomu alt-tiplerine kiyasla
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tedaviden sonra daha yiiksek bir niiks egilimi gosterir ve diger alt-
tiplere gore genel olarak daha saldirgan bir profile sahiptir (Nofech-
Mozes et al., 2009). Sonu¢ olarak, TNBC hastalarimin genel bes yillik
sag kalimi, diger meme kanseri alt-tiplerinin bulundugu hastalarda
gézlemlenen sag kalimdan istatistiksel acidan anlamh Glglide
diisiiktiir. Guniimiizde TNBC'ye 6zgii kabul edilebilir bir molekiiler
marker bulunmamaktadir. Bu eksiklife ragmen, kemoterapi
uygulandiginda bu tiimérlerden cevap alimmaktadir (Kriege et al.,
2009). Hastalar, 5-florourasil, doksorubisin ve siklofosfamid gibi
ajanlar kullamldiginda, hem adjuvan tedavide hem de neoadjuvan
tedavide sitotoksik ajanlara karst daha iyi bir cevap profili
gostermiglerdir (Rouzier et al. 2005). Bir miktar etkinlik gosterdigi
gbzlemlenen diger ajanlar arasinda, sisplatin gibi platin bazli bilesikler
ve taksanlar gibi anti-tlibiilin bilesikleri bulunur (Santana-Davila and

Perez, 2010).

Yukanda belirtildigi gibi, TNBC icin 6zel olarak hedef alinabilecek
bir unsur yoktur, fakat bu eksiklik, hedef ajanlarla deneme
yapilmasini, drnegin Poli [ADP-riboz] polimeraz 1'in (PARPI1) inhibe
edilmesine dayalt ¢alismalar yapilmasim engellememistir. PARPI,
bozulmus bulunan DNA iplikgikleri ile iliski kurmak ve tek iplik¢ik
kinklarin1 onarmak i¢in gerekli enzimlerin toplanmasina aracilik
etmek suretiyle DNA tek iplik¢ik kirklarinin onariminda rol oynayan
bir enzimdir (de Ruijter et al., 2011). Dolayisiyla bu enzime istinaden
gelistirilen strateji, kanser hiicrelerinin genetik kararsizliga, mitotik
arreste ve apoptoza yol acacak olan daha fazla sayida DNA tek
iplikcik  kirigr  biriktirmelerine  olanak saglamak adina PARP

aktivitesini inhibe etmek olmustur. Hiicre béliinmesinin gerektigi gibi
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gerceklesmesi icin  gerekli Onemli genetik idame ve homolog
rekombinasyon aracilar1 olan BRCAI ve/veya BRCA2'de mutasyonlar
sergileyen hastalarda timit vadeden klinik sonuglara ulasilmistir. Bu
genetik kararlilik yolaklart ydniinden muhtemelen bir yetersizlik veya
zayifligin s6z konusu oldugu BRCA/ mutasyonlart bulunan hastalar,
BR(CAI yoniinden yabani tip olan kisilere kiyasla gercekten de PARP1
inhibitdrlerine karst daha iyi bir cevap profili sergilemislerdir (Fong et
al.,2009). BRCA mutasyonu tasiyan TNBC hastalarimda PARP1'
hedef almaya dayal bir yaklasimin imit vadeden bir stratejiyi temsil
ettigi agiktir. Dolayisiyla, ER/PgR/HER2 durumu ile BRCAI/2
genlerinin genetik profilinin birlikte ele alindig1 bir karakterizasyon
stireci, TNBC hastalar1 i¢in uygun tedavi seceneklerinin belirlenmesi

isteniyorsa en iyi tercih olabilir,

[ster monoklonal antikorlar ister kiiciik molekiillii inhibitdrler olsunlar
EGFR inhibitérlerinin ya da VEGF'y1 hedef alan anti-anjiyogenik
bilesiklerin kullanildig1 baska stratejiler de mercek altina alimmustir,
Yapilan bir dizi klinik deney ile bu bilesiklerin etkinlikleri
degerlendirilmis, fakat bu bilesikler arasindan herhangi bir bilesigin
tek basina uygulandiginda istatistiksel agidan anlamli bir cevap eclde
edilmesini saglayabildigi gozlemlenmemistir. Bununla birlikte, bu
inhibitorlerin baska sitotoksik ajanlar ile birlikte uygulandiklar

hastalarda hafit bir etkinlik goézlemlenmistir (Santana-Davila and

Perez, 2010).

Son dénemde meme kanserinin ¢ok daha iyi anlasildigr ve tedavi
yoniinden ilerlemeler kaydedilmis oldugu ger¢ek olmakla birlikte,

kemoterapi kullanimi her haliikarda ciddi advers reaksiyonlara sebep
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olmakta, bu da kemoterapinin kullanimini sinirlamaktadir, Sonug
olarak, antijen doku spesifitesinin monoklonal antikorlarin
selektivitesi ile bir araya getirilmesi gibi daha spesifik stratejilere
ihtiya¢c vardir ve bu tiir stratejiler sayesinde hedet dis1 yan etkilerin
goriilmesinde anlamlh bir azalma saglanacag ag¢iktir. Monoklonal
antikorlar ile hedef alinabilecek terapétik unsurlar olarak giiniimiizde
arastirma asamasinda olan TNBC'ye 6zgii herhangi bir antijen yoktur.
Dolayisiyla, TNBC tiimorlerinde eksprese olan belli bir protein
markerini 6zel olarak hedef alan bir strateji gelistirmek giliniimiizde
miimkiin olmadig: icin TNBC hastalarimin fazla secenegi yoktur. Yeni
tan1 markerleri olarak ve yeni spesifik hedefli tedavilerde istifade
edilebilecek TNBC'de eksprese olan yeni proteinlerin belirlenip

tanimlanmasina acil ihtiya¢ vardir.

Sahip oldugu protein sekansi burada SEKANS KOD NO.: 2 olarak
sunulmakta olan bobrek ile baglantili antijen 1 (KAAGL), ilk olarak
bir histokompatibilite 16kosit antijeni-B7 renal karsinom hiicre
hattindan tliretilmis bir c¢cDNA kiitliphanesinden sitotoksik T
lenfositlerine sunulan bir antijenik peptid olarak klonlanmistir (Van
den Eynde et al., 1999; Genebank erisim no. Q9UBPS; ¢cDNA sekansi,
SEKANS KOD NO.: 1'deki 738-992 sayili niikleotidler ile temsil
edilmektedir). KAAG!'i iceren lokusun zit iplikgiklerde her iki yonde
de transkribe olan iki geni kodladig: tespit edilmistir. Sens iplik¢igin,
DCDC2 adi verilen bir proteini kodlayan bir transkripti kodladigi
saptanmustir. Bu arastirmacilar tarafindan yiiriitilen ekspresyon
calismalarinda, KAAG! antisens transkriptinin timér-spesifik oldugu
ve normal dokularda c¢ok disiik bir ekspresyon seviyesi sergiledigi,

diger yandan DCDC?2 sens transkriptinin ise her yerde eksprese
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oldugu kaydedilmistir (Van den FEynde et al, 1999). Kanser
hastaliklarinda ve ozellikle de yumurtalik kanseri, bobrek kanseri,
akciger kanseri, kolon kanseri, meme kanseri ve melanomda KAAGI
transkripti ekspresyonu, WO 2007/147265 patent numarasiyla 27
Aralik 2007 tarthinde yayimlanmis olan PCT/CA2007/001134 sayih
uluslararas1 bagvuruda ortaya konmusg ve agiklanmistir. Van den
Eynde ve arkadaslari, ayrica bobrek karsinomlari, kolorektal
karsinomlar, melanomlar, sarkomlar, 16semiler, beyin tiimérleri, tiroid
tiimorleri, meme karsinomlarl,, prostat karsinomlari, 6zofagus
karsinomlari, mesane tiimorii, akciger karsinomlar ve bas ve boyun
tiimorlerinde de RNA ekspresyonu godzlemlemislerdir. Kisa bir siire
once, VMP/DCDC2/KAAGI lokusunun disleksi ile iligkili oldugunun
saptanmig oldugu baglantt dengesizlifi calismalarinda kuvvetli
genetik kanit ve bulgular elde edilmistir (Schumacher et al., 2006;
Cope et al., 2005). Bu raporlardan birinde, DCDC2 markerinin
disleksik hastalarda hastaliktan sorumlu protein olduguna, zira bu
proteinin kortikal néron migrasyonundaki islevinin siklikla anormal
noral migrasyon ve matiirasyon sergiledikleri goézlemlenen bu tlr
hastalarin semptomlar1 ile uyumlu olduguna dikkat ¢ekilmistir

(Schumacher et al., 2006).

Basvuru Sahibi, KAAGI1 proteinine baglanan bir grup antikor ve
antijen-baglanma fragmani elde etmistir. Bu antikorlar veya antijen-
baglanma fragmanlarmin 1 ila 35 sayili amino asitler, 36 ila 60 sayili
amino asitler ve 61 ila 84 sayili amino asitlerden olusan proteindeki li¢
bolgeyi hedef aldiklar ortaya konmustur. Bulusu Sahibi, elde edilen
antikorlar arasindan 30 ile 84 sayili amino asitler arasinda kalan bir

bolgey1 hedef alan antikorlarin, tiimor hiicrelerinin yiizeyi lizerinde
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yer alan KAAGI"" tamyip algiladiklan i¢in terapdtik amagclarla
kullanim yoniinden en faydali ve avantajli antikorlar olduklarini
saptamistir. Bulus Sahibi, bu antikorlar ile antijen-baglanma
fragmanlarindan bazilarinin antikor-bagimh hiicre sitotoksisitesine
aracilik edebileceklerini ve/veya tiimor hiicreleri tarafindan internalize
edildiklerini, dolayisiyla bu antikorlar ve antijen-baglanma
fragmanlarinin timor hiicrelerine yiik bindirmek i¢in iyi birer aday
olduklarmi gostermistir. Bunlarin yani1 sira, Bulus Sahibi, sectigi
antikor adaylan temelinde kimerik ve hiimanize antikorlar iiretmis ve
bu antikorlarin tiimor hiicrelerinin olusumunu ve isgalini inhibe
edebileceklerini  gostermistir  (bkz: WO  2010/060186 patent
numarastyla 3 Haziran 2010 tarithinde yayimlanmis olan
PCT/CA2009/001586 ve WO 2011/054112 patent numarasiyla 12
Mayis 2011 tarihinde yaymmlannus olan PCT/CA2010/001785).
Ayrica US 2011/0223107 sayili patent yayminda da KAAGlIl'e
spesifik  baglanan monoklonaal antikorlar tamimlanmakta ve
aciklanmaktadir., Son olarak Bulus Sahibi, bu antikorlarin yumurtalik
kanseri, cilt kanseri, bobrek kanseri, kolorektal kanser, sarkom,
l6semi, beyin tiimorii, tiroid tiimérli, meme kanseri, prostat kanseri,
ozofagus tlimorii, mesane timori, akciger timori ve bas ve boyun
timorii ve bu kanser ¢esitlerinin metastazli formlarinin tedavisi ve

tanisinda kullanilabileceklerini tespit etmistir.

Bulus sahibi, yaptig1i ¢calismalar sonucunda, ER proteini ekspresyonu
ve/veya PgR proteini ekspresyonu yoniinden eksiklik sergileyen
ve/veya HER2 proteini agir1 ekspresyonu bulunmayan meme kanseri
hiicrelerinin (yani ti¢lii negatif meme kanseri hiicreleri, bazal benzeri),

KAAGlI'e spesifik baglanan bir antikor veya antijen-baglanma
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fragmani ile verimli bir sekilde hedef alinabileceklerine isaret eden
beklenmedik bir bulguya ulasmistir. Dolayisiyla, anti-KAAGI
antikorlari, bu markerlerden en az biri bakimindan negatif durumda
olan meme kanseri hiicrelerinin tespitinde ve terapotik tedavisinde

kullanilabilirler.

SEKILLERE DAIR KISA ACIKLAMALAR

Sekil 1la, murin ve hiimanize hafif zincirlerin 3A4 degisken
domainleri arasinda yapilmis bir amino asit sekansi1 hizalamasidir.
Hafif zincirin 1ki hiimanize varyanti (Lhl ve Lh2) vardir. CDR'ler
kalin yaz1 stili ile gosterilmekte olup, sirasiyla CDRLI1, CDRL2 ve
CDRL3 olarak adlandirilmislardir. Hiimanize sekanslarda insan
cerceve bolgelerinde bulunmakta olup murin amino asitlerini teskil

eden geri mutasyonlarin alt1 ¢izilidir.

Sekil 1b, murin ve hiimanize agir zincirlerin 3A4 degisken domainleri
arasinda yapilmis bir amino asit sekansi hizalamasidir. Agir zincirin
dért hilmanize varyant1 (Hh1 ild Hh4) vardir. CDR'ler kalin yazi stili
ile gosterilmekte olup, sirasiyla CDRHI1, CDRH2 ve CDRH3 olarak
adlandirlmislardir. Hiimanize sekanslarda insan ¢erceve bolgelerinde
bulunmakta olup murin amino asitlerini teskil eden geri mutasyonlarin

alt1 cizilidir.

Sekil 2a, ClustalW2 programi (Larkin M.A., et al., (2007) ClustalW
and ClustalX version 2. Bioinformatics 2007 23(21). 2947-
2948) kullanilarak murin 3A4 hafif zincir degisken bolgesi (SEKANS
KOD NO.: 4) ile bir hafif zincir degisken bolge varyanti (SEKANS
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KOD NO.: 189) arasinda yapilmis olan bir sekans hizalamasi olup,
burada "*" (yildiz isareti), tam olarak korunmus tek bir artidin
bulundugu pozisyonlara isaret etmektedir, burada ":" (iki nokta st
tiste), onemli Olciide benzer 6zelliklere sahip olan, Gonnet PAM 250
matrisine gore > 0,5 skorlar veren gruplar arasinda korunmanin s6z
konusu oldugu pozisyonlara isaret etmektedir ve burada "." (nokta),
zayif kuvvette benzer ozelliklere sahip olan, Gonnet PAM 250
matrisine gore < 0,5 skorlar veren gruplar arasinda korunmanin s6z

konusu oldugu pozisyonlara isaret etmektedir.

Sekil 2b, Clustal W2 programi (Larkin MLA., et al., (2007) Clustal W
and ClustalX version 2. Bioinformatics 2007 23(21); 2947-
2948) kullanilarak murin 3A4 agir zincir degisken boélgesi (SEKANS
KOD NO.: 2) ile bir agir zincir degisken bdlge varyanti (SEKANS
KOD NO.: 194) arasimnda yapilmis olan bir sekans hizalamasi olup,
burada "*" (yildiz isareti), tam olarak korunmus tek bir artifin
bulundugu pozisyonlara isaret etmektedir, burada ";" (iki nokta fist
iiste), onemli Olgiide benzer 6zelliklere sahip olan, Gonnet PAM 250
matrisineg gére > 0,5 skorlar veren gruplar arasinda korunmanin soz
konusu oldugu pozisyonlara isaret etmektedir ve burada "." (nokta),
zayif kuvvette benzer Ozelliklere sahip olan, Gonnet PAM 250
matrisine gore < 0,5 skorlar veren gruplar arasinda korunmanin soz

konusu oldugu pozisyonlara isaret etmektedir.

Sekil 3a, pKCR5-3A4-HC-Varyant 1'in plazmid haritasini temsil
etmektedir. Hiimanize 3A4 varyantlarinin agir zincirleri, pK-CR5'in

HindIll yerine aym sekilde klonlanmiglardir. Sonug olarak elde edilen
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plazmidler, agir zincir immiinoglobulin degisken domaininin sekansi

disinda pKCR5-3A4-HC varyant 1 ile 6zdestirler.

Sekil 3b, pMPG-CR5-3A4-LC-Varyant 1'in plazmid haritasini temsil
etmektedir. 3A4 antikorunun hiimanize varyantlart 1 ile 2'nin hafif
zincirleri, pMPG-CRS'in BamHI yerine ayni sekilde klonlanmaslardir.
Sonu¢ olarak elde edilen plazmid, hafif zincir immiinoglobulin
degisken domaininin sekansi disinda pMPG-CR5-3A4-LC-Varyant |

ile O6zdestir.

Sekil 4, CHO hiicrelerinde gecici transfeksiyvondan sonra antikor
iretimine dair yapilan bir analizi temsil etmektedir. Hiimanize 3A4
antikorunun hafif ve agiwr zincirlerinin farkli kombinasyonlar1 ile
transfekte edilen CHOcTA hiicrelerinin (transfeksiyondan 13 giin
sonra elde edilen) list faz1, Western blot ile analiz edilmistir. Western
blot bantlar1 bilinen bir standardin (insan saflastirilmis IgGG antikoru)
seyreltisine kars1 tarandiktan sonra st fazlardaki iiretilmis antikor

miktar1 belirlenmistir. Mr, molekiil agirlig isaretidir (kDa).

Sekil 5, rekombinan KAAG]1 numunesinde Superdex G735 ile yapilan
jel filtrasyonunun sonuclarmin gosterildigi bir grafiktir. KAAGI, jel
filtrasyonunun iizerine enjekte edilmis ve 0,4 ml/dakika hizla
ayrilmigtir. En biiyik pik, 15-19 sayili fraksiyonlar arasinda yer

almaktadir.

Sekil 6, 3A4 antikorunun murin ve hiimanize varyantlarina iligkin hiz

ve afinite sabitlerinin listelendigi bir Tablodur.
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Sekil 7a, hiimanize antikorlarin birlesme hizlarinin (K,) gosterildigi

bir histogramdir.

Sekil 7b, hiimanize antikorlarm ayrisma hizlarmin (Ky) gosterildigi

bir histogramdir.

Sekil 7¢, hiimanize antikorlarin afinite sabitlerinin (Kp) gosterildigi

bir histogramdir.

Sekil 8a'da, bir ELISA biinyesinde KAAG1'e baglanan hiimanize 3A4
varyantlarnt gosterilmektedir. Bu sekilde, 3A4 hiimanize antikor
varyantlar1 ile murin 3A4'liniin baglanma profilleri karsilastirmali
olarak sergilenmektedir. Lhl hafif zincir varyanti ile birlestirilmis
hiimanize agir zincirlerin (Hhl, Hh2, Hh3 ve Hh4) konsantrasyon-

bagimli baglanma profilleri.

Sekil 8b'de, bir ELISA biinyesinde KAAG'e baglanan hiimanize 3A4
varyantlart gosterilmektedir. Bu sekilde, 3A4 hilimanize antikor
varyantlar1 ile murin 3A4'niin baglanma profilleri karsilastirmali
olarak sergilenmektedir. Lh2 hafif zincir varyanti ile birlestirilmis
hiimanize agir zincirlerin (Hhl, Hh2, Hh3 ve Hh4) konsantrasyon-

bagimli baglanma profilleri.

Sekil 9'da, kanser hiicrelerinin yiizeyi {izerinde bulunan KAAGI'e
baglanan hiimanize 3A4 varyantlari gosterilmektedir. Bu sekilde,
hiimanize ve murin 3A4 antikorlarinin permeabilize edilmemis
SKOV-3 yumurtalik kanseri hiicreleri tzerinde ortaya koyduklar

baglanma aktiviteleri karsilagtirmali olarak sergilenmektedir.
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Sekil 10'da, meme kanseri hastalarindan elde edilmis 139 biyopsi
numunesinin bulundugu bir doku mikro-dizisinde yapilan bir tarama
gosterilmektedir. Numuneler, 3A4 anti-KAAG1 antikoru ile
blotlanmis olup, meme tiimorlerinin biyiik ¢ogunlugunun KAAGI
antijenini ¢ok yiiksek diizeylerde eksprese ettigi gozlemlenmistir.

Dogrulanan TNBC numuneleri, bir yildiz isareti ile isaretlenmislerdir.

Sekil 11'de, 3A4 anti-KAAGI1 antikoru (histogramdaki mavi
cubuklar) veya bir kontrol IgG'si (kirmizi gubuklar) ile inkiibe edilmis
olan MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468, BT-20, BT-549,
T47D, MCF-7 ve 293-6E hiicre hatlan kullanilarak gerceklestirilen
akis sitometrisinin sonuclart gosterilmektedir. Bunlar, {ic defa
tekrarlanan bir deneyden elde edilen temsili sonuglardir. TNBC hiicre

hatlart, bir y1ldiz isareti ile isaretlenmislerdir.

Sekil 12, akis sitometrisinde MDA-MB-231 hiicrelerinin yiizeyleri
iizerinde 3A4 anti-KAAGI antikoru ile KAAGI antijenine dair
yapilan tespit ve tayini temsil etmektedir. Hiicreler 37°C sicaklikta
inkiibe edildiklerinde floresans sinyalinin zaman ic¢inde azaldigi
goriilmekte olup, bu bulgu, hiicreler 3A4 ile birlikte inkiibe
edildiklerinde KAAG]1/antikor kompleksinin inkiibasyon esnasinda

internalize edilmis olduguna isaret etmektedir.

Sekil 13, akis sitometrisinde MDA-MB-436 hiicrelerinin yilizeyleri
tzerinde 3A4 anti-KAAGI1 antikoru ile KAAGI1 antijenine dair
yapilan tespit ve tayim temsil etmektedir. Hiicreler 37°C sicaklikta

inkiibe edildiklerinde floresans sinyalinin zaman i¢inde azaldigi
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gorilmekte olup, bu bulgu, hiicreler 3A4 ile birlikte inkiibe
edildiklerinde KAAG]I/antikor kompleksinin inkiibasyon esnasinda

internalize edilmis olduguna igaret etmektedir.

Sekil 14, akig sitometrisinde BT-20 hiicrelerinin yiizeyleri {izerinde
3A4 anti-KAAGT antikoru ile KAAGT1 antijenine dair yapilan tespit
ve tayini temsil etmektedir. Hiicreler 37°C sicaklikta inkiibe
edildiklerinde floresans sinyalinin zaman iginde azaldigi goriilmekte
olup, bu bulgu, hiicreler 3A4 ile birlikte inkiibe edildiklerinde
KAAGI/antikor kompleksinin inkiibasyon esnasmda internalize

edilmis olduguna isaret etmektedir.

Sekil 15, akis sitometrisinde T47D hiicrelerinin yiizeyleri iizerinde
3A4 anti-KAAGI antikoru ile KAAGI antijenine dair yapilan tespit
ve tayini temsil etmektedir. Hiicreler 37°C  sicaklikta inkiibe
edildiklerinde floresans sinyalinin zaman iginde azaldigi goriilmekte
olup, bu bulgu, hiicreler 3A4 ile birlikte inkiibe edildiklerinde
KAAGI1/antikor kompleksinin inkiibasyon esnasinda internalize

edilmis olduguna isaret etmektedir.

Sekil 16, 3A4 anti-KAAG] antikoru ve anti-LAMP1 antikoruyla canli
MDA-MB-231 hiicrelerinde elde edilen immiinofloresans verilerini
temsil etmektedir. Sol panelde anti-KAAG1 antikoru ile iligkili
immiinofloresans sinyali, orta panelde LAMP1 ile iligkili
immiinofloresans sinyali ve sag panelde s6z konusu iki goriintliniin
birlestirilmis hali gésterilmektedir. Bu veriler, KAAGI1 1le LAMP1'in

peri-niikleer alan yakinlarinda birlikte bulunduklarim gostermektedir.
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Sekil 17, 3A4 anti-KAAG] antikoru ve anti-LAMP1 antikoruyla canh
MDA-MB-231 hiicrelerinde elde edilen immiinofloresans verilerini
temsil etmektedir. Sol panelde anti-KAAGI1 antikoru 1le iliskili
immiinofloresans  sinyali, orta panelde LAMP1 1ile 1iliskili
immiinofloresans sinyali ve sag panelde séz konusu iki goriintiiniin
birlestirilmis hali gosterilmektedir. Bu veriler, KAAG1'in bir geg
endozom/lizozom markeri olan LAMPI1 ile birlikte bulundugunu

gostermektedir.

BULUSUN OZETI

Bu bulus, ii¢lii negatif meme kanserinin tedavisinde kullanim i¢in bir
terapdtik moieteye konjuge olan ve bdébrek ile iliskili antijen 1'e
(KAAGI) spesifik baglanma kabiliyetine sahip olan bir antikor veya
onun bir antijen-baglanma fragmani ortaya koymakta olup, burada s6z
konusu antikor veya onun antijen-baglanma fragmani, SEKANS KOD
NO.: 49'da gosterildigi gibi olan bir CDRHI1, SEKANS KOD NO.:
50'de veya SEKANS KOD NO.: 212'de gosterildigi gibi olan bir
CDRH2, SEKANS KOD NO.: 51'de gosterildigi gibi olan bir
CDRH3, SEKANS KOD NO.: 52'de gosterildigi gib1 olan bir CDRLI,
SEKANS KOD NO.: 53'te gosterildigi gibi olan bir CDRL2 ve
SEKANS KOD NO.: 54'te gosterildigi gibi olan bir CDRL3 icerir.

Bulusun tercih edilen vapilari istemlerde ortaya konmaktadir.
Burada agiklanan, bu yénde bir thtiyact olan bir bireyde (in vitro veya

in vivo ortamda) kanseri veya kanser hiicrelerini tedavi etmeye veya

tespit etmeye yonelik bir yontemdir.
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Bu bulusa gore, tedavi, KAAG1'e baglanma kabiliyetine sahip olan ve
bir bir terapétik moieteye konjuge olan bir antikorla veya onun bir

antijen-baglanma fragmamiyla gergeklestirilir.

Yukarida bu yonde bir ihtiyaci olan bir birey olarak atif yapilan birey,
ornegin kanser hastalig1 bulunan veya kanser hastalig bulundugundan
siiphelenilen bir birey olabilir. Bu gibi bir bireyde, bir meme
karsinomundan kaynaklanan bir kanser veya kanser hiicreleri

bulunabilir.

Bahsi gecen kanser veya kanser hiicrelerinin kaynagi, daha somut
ifade etmek gerekirse, Uglli negatif veya bazal benzeri olarak

karakterize edilen bir meme karsinomu olabilir.

Dolayisiyla, burada agiklanan tedavi veya belirleme ydntemlerinden
fayda saglayabilecek olan bireyler arasinda, meme karsinomundan

mustarip olan bireyler sayilabilir,

Meme karsinomunda, &strojen reseptdrii ekspresyonunun azalmis

veya yitirilmis oldugu tlimor hiicreleri bulunabilir.

Meme karsinomunda, prosgesteron reseptorii ekspresyonunun azalnus

veya yitirilmis oldugu tiimor hiicreleri bulunabilir,

Meme karsinomunda, Her2 ckspresyonunun azalmis veya yitirilmis

oldugu tiimor hiicreleri bulunabilir,
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Meme karsinomunda, Her2 asirn ekspresyonunun azalmis veya

yitirilmis oldugu tiimor hiicreleri bulunabilir.

Daha somut ifade etmek gerekirse, meme karsinomunda, 1) dstrojen
reseptéri ve progesteron reseptorlii ekspresyonunun azalmis veya
yitirilmis oldugu, 2) Ostrojen reseptorii ekspresyonunun azalmis ve
yitirilmis ve Her2 asint ekspresyonunun azalmis veya yitirilmis
oldugu, 3) progesteron reseptorii ekspresyonunun azalmis veya
yitirilmis ve Her2 asin ekspresyonunun azalmig veya yitirilmis oldugu
ya da 4) Ostrojen reseptorii ekspresyonunun azalmis veya yitirilmis,
progesteron reseptorii ekspresyonunun azalmis veya yitirilmis ve Her2
asir1 ekspresyonunun azalmis veya yitirilmis oldugu timér hiicreleri

bulunabilir.

Daha da somutlastirmak gerekirse, meme karsinomunda, 1} dstrojen
reseptori ve progesteron reseptorii ekspresyonunun yitirilmis oldugu,
2) oOstrojen reseptdrii ekspresyonunun yitirilmis ve Her2 asin
ekspresyonunun  yitirilmis  oldugu, 3) progesteron reseptori
ekspresyonunun yitirilmis ve Her2 ekspresyonunun yitirilmis oldugu
yva da 4) Ostrojen reseptorii ekspresyonunun yitirilmis, progesteron
reseptord ekpresyonunun yitirilmis ve Her2 ekspresyonunun yitirilmis

oldugu tiimor hiicreleri bulunabilir.

Bu bulusa gore, bireyde, {i¢lii negatif olarak karakterize edilen meme
kanseri hiicreleri ya da bir Ug¢li negatif meme kanseri olarak

kategorize edilen bir tiimdr bulunuyor olabilir.
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Bu bulusa gore, bireyde, bazal benzeri olarak karakterize edilen meme
kanseri hiicreleri ya da bir bazal benzeri meme kanseri olarak

kategorize edilen bir tiimor bulunuyor olabilir.

Bir anti-KAAG]! ile yiiriitillecek bir tedaviden fayda saglayabilecek
olan diger bireyler arasinda, bir epitel-mezenkimal gecis (EMT)
fenotipi sergileyen tiimor hiicrelerinin bulundugu bir karsinoma sahip

olan bireyler bulunur.

Yaygin kullanilan EMT molekiiler markerlerine omek olarak, E-
kaderin, sitokeratin ve f-kateninin (membrandaki) ekspresyonlarimin
azalmig olmasi ve/veya Snail, Slug, Twist, ZEB1, ZEB2, N-kaderin,
vimentin, a-diiz kas aktini, matris metalloproteinazlar ve benzerlerinin
ckspresyonlarinin artmig olmasi gdésterilebilir (6rnegin bkz: Kalluri
and Weinberg, The Journal of Clinical Investigation, 119(6), p1420-
1428; 2009; Fassina et al., Modern Pathology, 25; p86-99; 2012; Lee
et al., JCB; 172; p973-981; 2006). Bir EMT fenotipi, migrasyon ve
invazyon kapasitesinde ve anoikis/apoptoza direngte s6z konusu olan
bir artig ile de avirt edilebilir. Dolayisiyla, epitel-mezenkimal gegise
ugrayan hiicreler, epitel markerler yoniinden séz konusu olan bir
azalmamn ve mezenkimal markerlerin veya EMT fenotiplerinin

saptanmasi yoluyla tespit edilebilirler.

Bu bulusa gore, terapétik amach kullanim, 6rnegin, bu yénde bir
ithtiyaci olan bir bireye KAAG1'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip
olan bir antikor veya antijen-baglanma fragmaninin uygulanmasini
icerir. Thtiyag sahibi olan birey, tercihen, ER ekspresyonu ve/veya

PgR ekspresyonu yoniinden bir eksikligin s6z konusu oldugu ve/veya
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HER2 proteini asirt ekspresyonunun bulunmadi@i tiimorlere sahip
olan bireyler arasindan se¢ilir. Bu markerlere yonelik klinik testler,
genelde histopatolojik yontemler (immiinohistokimya, FISH ve
benzeri) kullanilarak ve/veya gen ekspresyon calismalann ile
gergeklestirilirler (6rnegin bkz: Dent et al, 2007, Bernstein and Lacey,
2011). Dolayisiyla, ihtiyag sahibi olan birey, i¢li negatif meme
kanseri veya bazal benzeri meme kanseri tanist almis olan bir birey
olabilir. Ihtiyag sahibi olan birey, hormonal tedaviye ve/veya
transtuzumab tedavisine (veya baska anti-Her2 antikorlar ile yapilan
tedavilere) cevap vermeyen bir birey olabilir. Alternatif olarak, ihtiyac
sahibi olan birey, epitel-mezenkimal gecise ugrama kabiliyetine sahip
olan ya da bir mezenkimal fenotip edinmis olan tiimdr hiicrelerinin

bulundugu bir birey olabilir.

Burada agiklanan, bu yonde bir ihtiyact olan bir bireye KAAGI
aktivitesi veya ekspresyonunu inhibe eden bir inhibitér uygulamak
suretiyle ug¢li negatif meme kanser1 veya bazal benzeri meme

kanserini tedavi etmeye y6nelik bir yontemdir.

Bu bulusa gore, bahsi gecen KAAG]1 inhibitorii, burada agiklanan bir

antikoru veya onun bir antijen-baglanma fragmanin igerebilir.

Yine bu bulusa gore, KAAGI inhibitérii, SEKANS KOD NO.: 1"
veya onun bir fragmanim tamamlayici bir niikleotid sekansi igerebilir,
Daha somut ifade etmek gerekirse, KAAGI inhibitori, SEKANS
KOD NO.: l'in (smmr pozisyonlar dahil) 738 1la 992 sayili
niikleotidlerini veya onun bir fragmanini tamamlayic1 bir niikleotid

sekanst icerebilir. Ornek vermek gerekirse, inhibitorde, SEKANS
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KOD NO.: 11 tamamlayict veya SEKANS KOD NO.: 1'in (simr
pozisyonlar dahil) 738 ila 992 sayil1 niikleotidlerini tamamlayici en az
10 adet ardisik dizili niikleotid (en az 15, en az 20) bulunabilir.
KAAGI inhibitdrii i¢in verilebilecek daha somut bir 6rnek, SEKANS
KOD NO.: 1'in ekspresyonunu inhibe eden bir siRNA'dir.

Uygun antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar arasinda, timor
hiicrelerinin yiizeyleri iizerindeki KAAGI1'e baglanma kabiliyetine
sahip olanlar bulunur. Bu gibi antikorlar veya onlarin bu gibi antijen-
baglanma fragmanlarinin KAAGI'in simir pozisyonlar dahil 30 1la 84
sayilli amino asitleri icinde yer alan bir epitopa baglanan antikorlar

veya antijen-baglanma fragmanlar1 olmalari tercih edilebilir.

Alternatif olarak, bu antikorlar veya onlarin antijen-baglanma
fragmanlari, KAAG1'in (simir pozisyonlar dihil) 36 114 60 sayili amino
asitleri veya (siur pozisyonlar dahil) 61 ila 84 sayili amino asitleri
icinde bulunan bir epitopa baglanan antikorlar veya antijen-baglanma

fragmanlar1 olabilirler.

Bahsi gecen epitopun i¢inde bulunabilecegi veya yer alabilecegi bélge
igin verilebilecek daha somut ornekler arasinda, (sinir pozisyonlar
dahil veya hari¢) 50 ila 70, 50 ila 65, 51 ila 65, 52 ila 65, 53 ila 65, 54
ila 65, 54 114 64, 54 114 63, 54 ild 62, 54 ila 61, 54 ila 60, 50 ila 62, 50

ila 61 ve 50 ila 60 sayili amino asitler bulunur.

Bu bulusun bir yapisina gore, antikor veya antijen-baglanma fragmani,
KAAGI'In 50 114 70 sayilh amino asitleri i¢inde yer alan bir epitopa

baglanan bir antikor veya antijen-baglanma fragman olabilir.
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Bulusun bir diger yapisina gore, antikor veya antijen-baglanma
fragmani, KAAGI1'in 50 ild 62 sayili amino asitleri iginde yer alan bir

epitopa baglanan bir antikor veya antijen-baglanma fragmani olabilir.
Bulusun yine bir diger yapisina gore, antikor veya antijen-baglanma
fragmani, KAAG1'in 54 114 65 sayili amino asitleri iginde yer alan bir

epitopa baglanan bir antikor veya antijen-baglanma fragmani olabilir,

Terapotik tedavi i¢cin uygun antikorlar arasinda, Ornegin antikor-

bagimli hiicre sitotoksisitesine aracilik eden antikorlar bulunur.

Terapdtik tedavi i¢in daha da uygun antikorlar arasinda, bir terapotik

moieteye konjuge olanlar bulunur.

Bu bulusa gore, antikor, 6rnegin bir monoklonal antikor, bir kimerik
antikor, bir hiimanize antikor, bir insan antikoru ya da boyle bir
antikorun bir antijen-baglanma fragman olabilir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Terapotik kullanim

Burada belirtildigi gibi, bu bulus, "ii¢lii negatif meme kanseri" olarak
karakterize edilen bir meme kanserinin bulundugu bir bireye bir
antikor veya antijen-baglanma fragmaninin uygulanmasini kapsar.
Burada bahsi gecen meme kanseri, "bazal benzeri meme kanseri"

olabilir.
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Bir meme kanserini "li¢lii negatif meme kanseri”" veya "bazal benzeri
meme kanseri" alt-tipi altinda smiflandirirken nelerin e¢sas alinmasi
gerektigi sektorde bilinmekte olup (6rnegin bkz: Foulkes et al., N.
Engl. J. Med., 2010; 363:1938-1948), 6rnek olarak asagida aciklanan

tanimlamalara bakilabilir;

"Bazal benzeri meme kanseri", drnegin, dstrojen reseptorlerinin
ekspresyonunun s6z konusu olmamasi veya diisiik seviyelerde
seyretmesi, Her2 asin ckspresyonunun ¢ok diisiik bir prevalansa
sahip olmas1 ve genelde insan meme dokusunun bazal veya
miyoepitel hiicrelerinde bulunan genlerin ekspresyonunun soz
konusu olmasi1 ile karakterize edilen bir heterojen timor
grubunun dahil oldugu bir meme kanseri alt-tipi seklinde
tariflenebilir. Burada bahsi ge¢en ekspresyon, mikro-dizi analizi

ile belirlenebilir.

"Uclii negatif meme kanseri”, ostrojen reseptdrii (ER),
progesteron reseptorii (PR) ve Her2 ekspresyonunun s6z konusu
olmamasi ile karakterize edilen bir timoériin yer aldigi bir
kanser hastaligr seklinde tariflenebilir. Bazi arastirmacilar,
tiimorleri ancak ve sadece hiicrelerin %1'inden azinin ER veya
PR ekspresyonu yoniinden pozitif sonu¢ vermesi halinde ER
veya PR ekspresyonu yoniinden negatif kabul ederler; diger
arastirmacilar ise, toplam hiicre sayismin %10'una varan sayida
hiicreden ckspresyon yoniinden pozitif sonug etmis olsalar dahi
timérleri ER veya PR ekspresyonu yoniinden negatif kabul
ederler. HER2-negatiflik durumuna istinaden farkli tanimlar

kullanilmmstir. En sik bagvurulan iki tamma gore, in situ
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hibridizasyondan sonra HER2 geni amplifikasyonunun séz
konusu olmadigi 0/1+ veya 2+ immiinohistokimya skorunu
veren timorler negatif kabul edilirler. Burada bahsi gecen
ekspresyon, Ozellikle immiinohistokimyasal boyama yoluyla

belirlenebilir.

Burada konu edilen ve agiklanan, bu yonde bir ihtiyaci olan bir bireye
bir KAAGI inhibitérii uygulamay1 igeren bir tedavi yontemidir. Bu
gibi bir KAAGI nhibitorii, 6érnegin KAAGI1'e spesifik baglanan bir
antikor veya boyle bir antikorun bir antijen-baglanma fragmam

olabilir.

En kuvvetli antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlarinin
KAAGI1'e yonelik ylksek bir afiniteye sahip olanlar olmalari kuvvetle
muhtemeldir. En  kuvvetli antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlarmin bir hiicre kompartmaninin, érnegin bir lizozom veya
bir endozomun i¢inde internalize edilen antikorlar veya antijen-

baglanma fragmanlar1 olmalar1 da kuvvetle muhtemeldir.

Buna bagli olarak, bu bulusun kapsamina giren antikorlar veya
antijen-baglanma fragmanlarindan 6zellikle 6nemli olanlarn, KAAGI'e

yonelik yiiksek bir afiniteye sahip olanlardir.

Uygun antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar1 arasinda, timor
hiicrelerinin  yiizeyleri tizerindeki KAAG1'e yiiksek bir afinite ile
baglanma kabiliyeti tagiyan antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlar1 bulunur. Bu tiir yiiksek afiniteli antikorlar veya onlarin

antijen-baglanma fragmanlarinin KAAG!1'in stmir pozisyonlar déhil 30
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ila 84 sayili amino asitleri i¢inde yer alan bir epitopa baglanmalar

tercih edilir.

Alternatif olarak, bu antikorlar veya onlarin antijen-baglanma
tragmanlari, KAAG1'in (sinir pozisyonlar dihil) 36 112 60 sayili amino
asitleri veya (simir pozisyonlar dahil) 61 1la 84 sayilh amino asitleri
icinde bulunan bir epitopa baglanan antikorlar veya antijen-baglanma

fragmanlar olabilirler.

Daha somut ifade etmek gerekirse, yiiksek afiniteli antikorlar veya
antijen-baglanma fragmanlari, érmegin, (sinir pozisyonlar dahil veya
hari¢) 50 ila 70, 50 114 65, 51 114 65, 52 114 65, 53 1la 65, 54 114 65, 54
ila 64, 54 ila 63, 54 ila 62, 54 ila 61, 54 ila 60, 50 ila 62, 50 ila 61
veya 50 ila 60 sayilt amino asitler i¢inde yer alan veya bulunan bir

epitopa baglanabilirler.

Bu bulusun bir yapisina gore, yiiksek afiniteli antikor veya antijen-
baglanma fragmani, KAAG1'in 50 ila 70 sayili amino asitleri iginde
yer alan bir epitopa baglanan bir antikor veya antijen-baglanma

fragmam olabilir.

Bu bulusun bir yapisina gore, yiiksek afiniteli antikor veya antijen-
baglanma fragmani, KAAGI'in 50 ila 62 sayili amino asitleri i¢inde
yer alan bir epitopa baglanan bir antikor veya antijen-baglanma

fragmani olabilir.

Bu bulusun bir yapisina gore, ylksek afiniteli antikor veya antijen-

baglanma fragmani, KAAGI'in 54 1la 65 sayili amino asitleri i¢inde
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yer alan bir epitopa baglanan bir antikor veya antijen-baglanma

fragmani olabilir.

Yiksek afiniteli antikorlar dahil tercih edilen antikorlar arasinda, bir
hiicre veya hiicre kompartmanmna (&megin lizozomlar veya
endozomlar) internalize olmast mimkiin olan antikorlar bulunur.
Antikorlarin internalizasyona uygun olup olmadiklari, sadece bunlarla
sinirlt kalmaksizin, bu bulus kapsaminda gergeklestirilen ¢aligmalara
benzer 1mmiinofloresans ¢alismalarimin - 6rnek  gosterilebilecegi

sektorde bilinen uygun bir yontem ile belirlenebilir.

Bu bulus, 3A4'lin CDR'lerine 6zdes CDR'lere sahip olan antikorlar ile
ilgilidir. Buna goére, SEKANS KOD NO.: 186 ild 188 ve 191 ila
193'ten herhangi birinde ortaya konan hafif zincir degisken bdlge
ve/veya agir zincir degisken bdlge konsensiis sekanslarina ve
SEKANS KOD NO.: 46, 48, 189, 190 veya 194 114 198'de ortaya
konan spesifik sekanslara sahip olan antikorlar bu bulusun
kapsaminda yer alirlar. Bunlar arasindan, SEKANS KOD NO.: 188 ile
196'dan herhangi birinde ortaya konan hafif zincir degisken bolge
ve/veya agr zincir degisken bolge konsensiis sckanslarina veya
SEKANS KOD NO.: 46, 48, 189, 190 veya 194 ila 198'de ortaya
konan spesifik sekanslara sahip olan antikorlar ozellikle tizerinde

durulan antikorlardir.

Bu bulusa gore, antikorlar veya onlarin antijen-baglanma fragmanlari

bir terapdtik moieteye konjuge edilirler.
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Antikorlar veya onlarin antijen-baglanma fragmanlar bir insan sabit
bolgesi igerebilirler. Antikorlar veya onlarin antijen-baglanma
fragmanlarinda bir insan IgG1 sabit bolges: bulunmasi tercih edilir.
Alternatif olarak, antikorlar veya onlarin antijen-baglanma

tragmanlarinda bir IgG2 sabit bolgest bulunabilir.

Bu bulusta kullanima uygun bir antikor, bir kii¢iik molekiillii ilag,
KAAGI digindaki bir hedefe baglanan bir antikor veya antijen-
baglanma fragmani, bir kemoterapdétik veya bir sitotoksik ajanin 6rnek
gosterilebilecegi  bir anti-kanser ajam1 ile birlikte uygulanarak
kullanilan ve bir terapitik moiete ile konjuge olan bir KAAGI
antikoru veya bir terapotik moiete ile konjuge olan bir antijen-
baglanma fragmami da olabilir. KAAGI antikoru ile birlikte
uygulanabilecek anti-kanser ajanlarina verilebilecek érnekler arasinda,
doksorubisin, taksanlar, anti-anjiyogenik ajanlar, platin tuzlart ve

PARP inhibitérleri sayilabilir.

Burada acgiklanan diger tedavi yontemleri arasinda, antisens bazli
terapStiklerin (siRNA, antisensler, ribozimler ve benzerleri) 6rnek
gosterilebilecegl bagka tir KAAGI inhibitorlerinin uygulanmasina

dayali yontemler bulunur.

KAAGI'e baglanan antikorlar ve antijen-baglanma fragmanlari

"Antikor veya antijen-baglanma fragmani" terimi ya da "antikorlar ve
antijen-baglanma fragmanlart" gibi benzeri terimler, "himanize

antikor veya antijen-baglanma fragman1" teriminin  Ornek
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gosterilebilecegi "varyant antikor veya antijen-baglanma fragmani”

gibi terimleri de i¢ine alan bir anlam tasirlar.

"Antikor" terimi, ister monoklonal ister poliklonal olsun intakt
antikorlara atif yapar. "Antikor" terimi, bispesifik antikorlarin érnek
gosterilebilecegi multispesifik antikorlar da igine alan bir anlam tasir,
Insan antikorlar1 genelde her birinde degisken bdlgeler ve sabit
bélgeler bulunan iki hafif zincir ile iki agir zincirden olusurlar. Hafif
zincir degigsken bolgesi, yanlarinda cergeve bolgeleri bulunan ve
burada sirasiyla CDRLI, CDRL2 ve CDRL3 olarak adlandirlan {i¢
CDR icerir. Agir zincir degisken boélgesi, yanlarinda cerceve bolgeleri
bulunan ve burada sirasiyla CDRHI1, CDRH2 ve CDRH3 olarak
adlandirilan ii¢ CDR igerir.

Burada kullanildigi anlamiyla "antijen-baglanma fragmam" terini,
aslen bir antikorun bir kismini olugturmakta olup antikorun baglandig:
antijene (0rmegin KAAGI1, KAAGI'in salgilanan formu veya onlarin
varyantlart) baglanma kabiliyetini o antikordan ayri olarak da
muhafaza edebilen bir veya daha fazla sayida antikor fragmanma atif
yapar. Bir antikorun sahip oldugu antijene baglanma fonksiyonunun
intakt antikora ait fragmanlarla da hayata gecirilebilecegi daha
onceden gosterilmistir. Bir antikorun "antijen-baglanma fragman"
teriminin kapsamina giren baglanma kabiliyetine sahip fragmanlara
verilebilecek 6rnekler arasinda, (i) Vi, Vu, C. ve Cy; domainlerinden
olusan bir monovalent fragman olan bir Fab fragmani; (ii) mentege
bdlgesinde yer alan bir disilfiir kopriisii ile birbirlerine bagh iki Fab
fragman igeren bir bivalent fragman olan bir F(ab'), fragmani; (ii1) Vy

ve Cy; domainlerinden olusan bir Fd fragmam; (iv) bir antikordaki
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antikor kollarindan yalnizca biri {izerindeki V| ve Vy domainlerinden
olusan bir Fv fragmani; (v) bir Vy domaininden olusan bir dAb
fragmam (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546) ve (vi) bir izole
tamamlayicilik belirleme bolgesi (CDR), 6érmegin Vi CDR3 bulunur.
Ayrnica, Fv fragmaninin iki domaini, yam Vi ile Vy ayn genler
tarafindan kodlaniyor olsalar da, bu domainler, rekombinan yontemler
cergevesinde, Vi ile Vy bolgelerinin eslestirilip bir araya getirilerek
(tek zincirli Fv (scFv) adiyla bilinen) monovalent molekiiller
olusturduklarn ayni polipeptid zinciri tizerinde uzanmalarini miimkiin
kilan bir sentetik baglayic1 yardimiyla birlestirilebilirler (6rnegin bkz:
Bird et al. (1988) Science 242:423-426; ve Huston et al. (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Bu tiir tek zincirli antikorlar da
bir antikorun "antijen-baglanma fragmani” teriminin kapsami iginde
sayilirlar. Ote yandan, antijen-baglanma fragmanlari arasinda, (i) bir
immiinoglobulin mentese bdlgesi polipeptidine flizyonlu bir baglanma
domaini polipeptidi (6rnegin bir agir zincir degisken boélgesi, bir hafif
zincir degisken bolgest veya bir baglayici peptid araciligiyla bir hafif
zincir degisken bdlgesine flizyonlu bir agir zincir degisken bdélgesi),
(1) mentese bolgesine flizyonlu bir immiinoglobulin agr zincir CH2
sabit bolgest ve (i) CH2 sabit bdlgesine fiizyonlu bir
immiinoglobulin agir zincir CH3 sabit boélgesi i¢eren baglanma
domaini immiinoglobulin fiizyon proteinleri bulunur. Mentese bolgesi,
dimerizasyonu Onlemek adina bir veya daha fazla sayida sistein
artiginin serin artiklar ile degistirilmesi yoluyla modifiye edilebilir.
Bu gibi baglanma domaini immiinoglobulin fiizyon proteinleri, US
2003/0118592 ve US 2003/0133939 sayili patent yaymlarinda daha
ayrintill anlatilmakta ve agiklanmaktadirlar. Bu antikor fragmanlari,

sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarca bilinen konvansiyonel
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teknikler kullanilarak elde edilirler ve bu fragmanlar arasinda
fonksiyon yoéniinden tarama yapilmasi istendiginde bu taramalar intakt

antikorlarda oldugu gibi gerceklestirilirler.

Tipik bir antijen-baglanma yeri, bir hafif zincir immiinoglobulini ile
bir agir zincir immiinoglobulin eslesmesinin olusturdugu degisken
bolgelerden meydana gelir. Antikor degisken bdlgelerinin yapilari
birbirleri ile ¢ok tutarli ve uyumlu olup ¢ok benzer o6zellikler
sergilerler.  Bu  degisken  bélgeler, normalde, aralarinda
Tamamlayicilik Belirleme Bélgeleri (CDR'ler) adi verilen {ig
hiperdegisken bolgenin  yer aldifi nispeten homolog cerceve
bolgelerinden (FR) meydana gelirler. Antijen-baglanma fragmaninin
genel baglanma aktivitesini genelde CDR'lerin sekanslart belirler.
FR'ler genelde CDR'lerin ii¢ boyut iizerinde dogru konumlanip
hizalanmalarinda bir rol oynarlar ve oynadiklar1 bu rolle antijene
baglanma fonksiyonunun optimum dizeyde ortaya konmasina

yardimet olurlar.

Burada kullanildig1 anlamiyla "yiiksek afiniteli" terimi, 10 nM veya
daha diistik bir diizeyde olan bir afiniteye atif yapar. "Yiiksek afiniteli”
teriminin kapsamina 6zellikle dahil olan antikorlar, 5 nM veya daha
diisiik bir afiniteye sahip olan antikorlardir. "Yiiksek afiniteli" terimi
ile nitelenebilecek olan antikorlarin daha somut érnekleri, 1 nM veya
daha diisiikk ya da 0,1 nM veya daha diigiik bir afiniteye sahip olan

antikorlardir.

Bu bulusa konu olan antikorlar ve/veya antijen-baglanma

fragmanlarmm kaynagi 6érnegin bir fare, bir sican veya baska herhangi
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bir memeli ya da rekombinan DNA teknolojilerinin &rnek

gosterilebilecegi baska bir kaynak olabilir.

KAAGI1 antikorlar ilk olarak ilgili antijene yonelik spesifisiteleri
esasinda Fab kiitiphanelerinden 1zole edilmiglerdir. Fab'lari tam
immiinoglobulinlere doniistiirmek i¢in  basvurulabilecek yontem

ornekleri burada sunulmaktadir.

Burada aciklanan degisken bdlgeler istenen tiirlin sabit bolgeleri ile
flizyonlanarak, antikorun istenen tiire ait efektor hiicreler tarafindan
algilanip taninmasina olanak saglanabilir. Sabit boélgenin kaynag,
ornegin bir IgGl, IgG2, IgG3 veya Ig(G4 alt-tipi olabilir. Bir sabit
bélgenin bir degisken bolge ile ayni ¢er¢eve iginde klonlanmasi veya
sentezlenmesi sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarca iyi bilinen
bir konudur ve 6megin rekombinan DNA teknolojisinden istifade

edilerek gerceklestirilebilir.

Bu bulusun belirli yapilarinda, KAAGI1'e baglanan antikorlar, IgG1,
[gG2, IgG3 veya IgGG4 alt-tipine mensup antikorlar olabilirler.
Bulusun daha spesifik yapilari, IgG1 alt-tipine veya dzellikle de msan
IgG1 alt-tipine mensup bir antikor ile ilgilidir. Bulusun diger spesifik
yapilari, IgG2 alt-tipine veya oOzellikle de insan IgG2 alt-tipine

mensup bir antikor ile ilgilidir.

S6z konusu antikor, 1gG1 alt-tipine veya 6zellikle de insan IgGl alt-
tipine mensup bir hiimanize antikor olabilir. Alternatif olarak, antikor,
Ig(G2 alt-tipine veya ozellikle de insan IgG2 alt-tipine mensup bir

hiimanize antikor olabilir.
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Antikor, 6rnegin antikor-bagimli hiicresel sitotoksisiteye (ADCC)
veya kompleman-aracili sitotoksisiteye (CMC) aracilik etme
konusunda biyolojik etkinlige sahip olabilir veya immiin kompleksler
ile iliskili bir antikor olabilir. Standart ADCC aktivitesi, dogal katil
(NK) hiicrelerin aktive edilmesini igerir ve antikor-kaph hiicrelerin
NK hiicrelerin yiizeyleri tizerinde bulunan Fc¢ reseptorleri tarafindan
algilanip taninmasina dayanir. Fc reseptorleri, bir hedef hiicrenin,
somutlastirmak gerekirse KAAG]1 gibi bir antijen eksprese eden bir
kanseréz hiicrenin ylizeyine baglanan antikorlarin Fc domainini,
ornegin IgGl lizerinde bulunan Fc domainini algilayip tanirlar. NK
hiicre, IgG'nin Fe reseptoriine baglandiginda, sitokinleri ve sitotoksik
graniilleri serbest birakir ve bunlar hedef hiicreye girer ve apoptoz

tetiklemek suretiyle hiicre 6limiinii tesvik ederler.

Burada agiklanan, KAAGI'e ya da bir KAAGI varyantina baglanan
antikorlarin bulundugu bir antikor koleksiyonudur. Bulusun belirli
yapilarinda, s6z konusu antikorlar, poliklonal antikorlar, monoklonal
antikorlar, Ornegin kimerik veya hiimanize antikorlar, antikor
fragmanlari, Ornegin antijen-baglanma fragmanlan, tek =zincirli
antikorlar, domain antikorlar1 ve bir antijen-baglanma bdlgesi bulunan

polipeptidlerden olusan grup i¢erisinden segilebilirler.

Bulusun bir 6zelligine gore, bu bulusa uygun bir izole antikor veya
antijen-baglanma fragmani, KAAGI eksprese eden tiimér hiicreleri
veya KAAGI varyanti eksprese eden tiimdr hiicrelerinin (6rnegin
ADCC'ye bagh bir sekilde) olimiini (eliminasyonunu, ytkimini,

lizisini) indiikkleme kabiliyetine sahip olabilir.
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Bulusun bir diger 6zelligine gore, bu bulusa uygun izole antikor veya
antijen-baglanma fragmaninin karakterize edici 6zelligi, bilhassa
KAAGI veya bir KAAGI varyant1 eksprese eden tiimér hiicrelerinin

yayilimini indirgeme kapasitesi olabilir.

Bulusun bir ek 6zelligine gore, bu bulusa uygun izole antikor veya
antijen-baglanma fragmaninin karakterize edici o6zelligi, KAAG1 veya
bir KAAGI varyanti eksprese eden tlimdrlerin olusumunu azaltma

veya bozma kapasitesi olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, izole antikor veya antijen-
baglanma fragmani, bir insan antikorundan elde edilmis olabilecek bir

sabit bdlgeye ait amino asitler icerebilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir diger yapisinda, izole antikor veya
antijen-baglanma fragmani, bir insan antikorunun cerceve amino

asitlerini i¢erebilir,

Bulus Sahibi, burada a¢iklanan amagclar ile kullanildiklarinda fayda
saglayabilecek olan spesifik antikorlar ve antijen-baglanma

fragmanlar olusturmustur.

Asagida, olusturulan ve KAAGI'e spesifik bir sekilde baglandig
gdrillmiis olan antikorlarin bir listesi verilmektedir: 3D3, 3A4, 3C4,
3G10, 3A2, 3F6, 3E8, 3E10, 3A9, 3B1, 3G5, 3B2, 3B8, 3G8, 3F7,
3E9, 3G12, 3C3, 3E12, 4A2, 3F10, 3F4, 3BI11, 3DI1, 3C2, 3E6 ve
3H3. Antikor hafif zincir veya agir zincirl, degisken bolgeleri veya

tamamlayicilik belirleme bolgelerinin  (CDR'ler) sekanslan, WO
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2010/060186A8 patent numarasiyla 3 Haziran 2010 tarihinde
yayimlanmis olan PCT/CA2009/001586 sayili uluslararasi basvuru,
WO 2011/054112A1 patent numarasiyla 12 Mayis 2011 tarthinde
yayimlanmis olan PCT/CA2010/001795 sayili uluslararasi basvuru
veya WO 2012/129668A1 patent numarasiyla 4 Ekim 2012 tarihinde
yayimlanmis olan PCT/CA2012/00296 sayili uluslararast bagvuruda

bulunmaktadir.

Burada konu edilen ¢ogu durumda, CDR'lerin sekanslar1 ayrica

sunulmus veya koyu yazi stili ile gosterilmistir.

Bunlar arasindan 3D3, 3A4, 3G10 ve 3C4 adi verilen antikorlar, in
vitro ve/veya in vivo biyolojik testler icin secilmiglerdir. 3A4
antikorunun en 1yi karakteristiklere sahip olan antikor oldugu
gorilmistlr. Yaptigimiz deneyler temelinde, bir terapdtik moieteye
(6rnegin bir sitotoksik ajan) konjuge halde kullanilan 3A4 antikorunun
kanser hiicrelerini  {ldiirme  konusunda konjuge edilmemis

versivonundan daha etkin ve etkili oldugu bulunmustur.

Bulusun o6rnek niteligindeki bir yapisinda, antikor veya antijen-
baglanma fragmam, hafif zincir degisken bolgesinin herhangi bir
CDR'sini ya da CDR1, CDR2 ve/veya CDR3'iin bir kombinasyonunu
icerebilir. Bunlar arasindan secilmesi 6zellikle tercih edilebilecek olan
CDR3'tiir. Bahsi gecen kombinasyonlara &rnek olarak, CDRLI ile
CDRL3; CDRLI1 ile CDRL2; CDRL2 ile CDRL3 ve CDRLI, CDRL2
ile CDRL3 gosterilebilir.
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Bulusun 6rnek niteligindeki bir diger yapisinda, antikor veya antijen-
baglanma fragmani, agir zincir degisken bdlgesinin herhangi bir
CDR'sini ya da CDRI, CDR2 ve/veya CDR3'in bir kombinasyonunu
igerebilir. Bunlar arasindan secilmesi 6zellikle tercih edilebilecek olan
CDR3'tiir. Bahsi gecen kombinasyonlara ornek olarak, CDRHI ile
CDRH3; CDRHI ile CDRH2; CDRH2 ile CDRH3 ve CDRHI,
CDRH?2 ile CDRH3 gosterilebilir.

Bu bulusa gore, antikor veya antije-baglanma fragmani, bir CDRLI,

bir CDRL2 ve bir CDRL3 arasindan en az iki CDR'yi igerebilir.

Yine bu bulusa gore, antikor veya antijen-baglanma fragmani, bir

CDRLI, bir CDRL2 ve bir CDRL3 icerebilir.

Yine bu bulusa gore, antikor veya antijen-baglanma fragmani, sunlar

icerebilir:

a. bir CDRL1, bir CDRL2 ve bir CDRL3 arasindan en az iki
CDR; ve

b. bir CDRHI, bir CDRH2 ve bir CDRH3 arasindan en az iki
CDR.

Antikor veya antijen-baglanma fragmam daha ¢ok tercihen bir

CDRLI, bir CDRL2 ve bir CDRL3 igerebilir.

Antikor veya antijen-baglanma fragmani daha c¢ok tercithen bir

CDRHI, bir CDRH2 ve bir CDRH3 de icerebilir.
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Bir antikor veya antijen-baglanma fragmaninda hafif zincir degisken
bélgesi ile agir zincir degisken bolgesinden yalmizca biri varsa, bu
antikor veya fragman, sektorde bilinen 1lgili yontemler ¢ercevesinde
bir tamamlayict degisken bdlgeler kiitiiphanesinde tarama yapilarak
yeniden yapilandirilabilir (Portolano et al. The Journal of Immunology

(1993) 150:880-887, Clarkson et al., Nature (1991) 352:624-628).

Antikor veya antijen-baglanma fragmani &rnekleri arasinda, 3D3,
3A4, 3C4, 3GI10, 3A2, 3F6, 3ES8, 3E10, 3A9, 3B1, 3GS5, 3B2, 3BS,
3G8, 3F7, 3E9, 3G12, 3C3, 3E12, 4A2, 3F10, 3F4, 3BI11, 3DI, 3C2,
3E6 ve 3H3 antikorlarinin hafif zincirleri ve/veya agir zincirlerinin
CDR'lerini barindiran antikorlar veya fragmanlar bulunur. Daha somut
Ornekler arasinda, 3D3, 3A4, 3C4 ve 3G10 antikorlarimin hafif
zincirleri ve/veya agir zincirlerinin CDR'lerini barindiran antikorlar ve
antijen-baglanma fragmanlar: bulunur. Bu bulusa gore, antikorlar veya
antijen-baglanma fragmanlar, 3A4 antikorunun hafif zincir ve agir
zincirinin  CDR'lerini  barindirirlar,  Dolayisiyla bu  bulus, 3A4
antikorunun CDR'lerini i¢eren her tlirlii monoklonal antikor, kimerik
antikor, insan antikoru ve hiimanize antikoru i¢ine alan bir kapsama

sahiptir.

Bu bulusa gore kullanilabilecek olan antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlari, 3A4 antikorunun CDR'lerini iceren, érnegin SEKANS
KOD NO.: 49'da gosterildigi gibi olan bir CDRHI1, SEKANS KOD
NO.: 50 veya SEKANS KOD NO.: 212'de gosterildigi gibi olan bir
CDRH2, SEKANS KOD NO.: 5l1'de gosterildigi gibi olan bir
CDRH3, SEKANS KOD NO.: 52'de gosterildigi gibi olan bir CDRLI,
SEKANS KOD NO.: 53'te gosterildigi gibi olan bir CDRL2 ve
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SEKANS KOD NO.: 54'te gosterildigi gibi olan bir CDRL3 igeren

antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlaridir.

Dolayisiyla bu bulus, KAAGI1'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip
olan ve asaZida belirtilenlerden olusan grup icerisinden secilen
sekanslar1 i1germelert miimkiin olan antikorlar ve antijen-baglanma

fragmanlarini i¢ine alan bir kapsama sahiptir:

d. SEKANS KOD NO.: 48'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
46'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bolgesinin 3
CDR'si;

aa. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
194'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bolgesinin 3
CDR'si;

bb. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
195'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bélgesinin 3
CDR'si;

cc. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
196'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bélgesinin
3 CDR'si;

dd. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
197'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bolgesinin

3 CDR's1;
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ee. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
194'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bdlgesinin 3
CDR'si;

tf. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
195'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bdlgesinin 3
CDR'si;

gg. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
196'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bolgesinin
3 CDR'si;

hh. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bolgesinin 3 CDR'si ve SEKANS KOD NO.:
197'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bolgesinin

3 CDR's1.

Burada agiklanan, KAAG]1'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip olan
ve asagida belirtilenlerden olusan grup igerisinden segilen sekanslari
icermeleri  miimkiin ~ olan  antikorlar ve  antijen-baglanma

fragmanlaridir:

a. SEKANS KOD NO.: 16'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 18'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

b. SEKANS KOD NO.: 20'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
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NO.: 22'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

c. SEKANS KOD NO.: 24'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 26'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

d. SEKANS KOD NO.: 48'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 46'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

e. SEKANS KOD NO.: 103'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
NO.: 126'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

f. SEKANS KOD NO.: 104'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 127'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

g. SEKANS KOD NO.: 105'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zineir degisken bélgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 128'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

h. SEKANS KOD NO.: 106'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 145'tc gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

i. SEKANS KOD NO.: 107'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
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NO.: 129'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

J. SEKANS KOD NO.: 108'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 130'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir deZisken
bélgesinin 3 CDR'si;

k. SEKANS KOD NO.: 109'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 141'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

1. SEKANS KOD NO.: 110'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
NO.: 131'de gdsterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

m. SEKANS KOD NO.: 111'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zineir degisken bolgesinin 3 CDR'st ve/veya SEKANS KOD
NO.: 134'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

n. SEKANS KOD NO.: 112'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zineir degisken bélgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 135'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

0. SEKANS KOD NO.: 113'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 136'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

p- SEKANS KOD NO.: 114'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
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NO.: 133'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

q. SEKANS KOD NO.: 115'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 140'ta gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

r. SEKANS KOD NO.: 116'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 137'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

s. SEKANS KOD NO.: 117'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
NO.: 144'tc gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

t. SEKANS KOD NO.: 118'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 139'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

u. SEKANS KOD NO.: 119'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zineir degisken bélgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 132'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

v. SEKANS KOD NO.: 120'de goésterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 142'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

w. SEKANS KOD NO.: 121'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
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NO.: 138'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

x. SEKANS KOD NO.: 122'de gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 146'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

y. SEKANS KOD NO.: 123'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 153'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

z. SEKANS KOD NO.: 124'te gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
NO.: 143'tc gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

aa. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 194'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

bb. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zineir degisken bélgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 195'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

cc. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 196'da gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si;

dd. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
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NO.: 197'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

ee. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 194'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bélgesinin 3 CDR'si;

ff. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degigsken bdlgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 195'te gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si;

gg. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bdlgesinin 3 CDR's1 ve/veya SEKANS KOD
NO.: 196'da gdsterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bolgesinin 3 CDR'si; ve

hh. SEKANS KOD NO.: 190'da gésterildigi gibi olan bir hafif
zincir degisken bolgesinin 3 CDR'si ve/veya SEKANS KOD
NO.: 197'de gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken
bdlgesinin 3 CDR'si.

Ornek niteligindeki  diger antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlarinda, 3D3, 3A4, 3C4, 3G10, 3A2, 3F6, 3E8, 3E10, 3A9,
3B1, 3GS5, 3B2, 3BS, 3GS8, 3F7, 3E9, 3G12, 3C3, 3E12, 4A2, 3F10,
3F4, 3B11, 3D1, 3C2, 3E6 ve 3H3 antikorlarinin hafif zincirleri
ve/veya agir zincirleri bulunur. Daha somut 6rnekler arasinda, 3D3,
3A4, 3C4 ve 3G10 antikorlarimin hafif zincirleri ve/veya agir
zincirlerint igeren antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlari
sayilabilir. Bulusa iliskin daha da somut 6rnekler arasinda, (hiimanize

olan veya olmayan) 3A4 antikorunun hafif zinciri ve/veya agir
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zincirini  barindiran antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlan

bulunur.

Dolayisiyla bu bulus, KAAGI'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip
olan ve asagida belirtilenlerden olusan grup igerisinden secilen
sekanslar1 igermeler1 miimkiin olan antikorlar ve antijen-baglanma

fragmanlarini i¢ine alan bir kapsama sahiptir:

d. SEKANS KOD NO.: 48'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bdélgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 46'da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

aa. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 194'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;

bb. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 195'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;

cc. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 194'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

dd. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 195'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;

ce. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bélgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 196'da

gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi; ve
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ff. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken boélgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 197'de

gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi.

Burada agiklanan, KAAG I'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip olan
ve asagida belirtilenlerden olusan grup igerisinden segilen sekanslari
icermeleri  mimkiin  olan  antikorlar ve  antijen-baglanma

fragmanlaridir:

a. (SEKANS KOD NO.: 15'in kodladig1) SEKANS KOD NO.:
16'da gosterildigi gibi olan hafif zincir degisken bolgesi ve/veya
(SEKANS KOD NO.: 17in kodladigl) SEKANS KOD NO.:
18'de gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bélgesi;

b. (SEKANS KOD NO.: 19'un kodladig1) SEKANS KOD NO.:
20'de gosterildigi gibi olan hafif zincir degisken bdlgesi ve/veya
(SEKANS KOD NO.: 21'in kodladigi) SEKANS KOD NO.:
22'de gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

c. (SEKANS KOD NO.: 23in kodladig1) SEKANS KOD NO.:
24'te gosterildigi gibi olan hafif zincir degisken bdlgesi ve/veya
(SEKANS KOD NO.: 25'in kodladigl) SEKANS KOD NO.:
26'da gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

d. SEKANS KOD NO.: 48'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 46'da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

¢. SEKANS KOD NO.: 103'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bdlgest ve/veya SEKANS KOD NO.: 126'da

gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgest;
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f. SEKANS KOD NO.: 104'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 127'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
g. SEKANS KOD NO.: 105'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 128'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;
h. SEKANS KOD NO.: 106'da gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 145t
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
1. SEKANS KOD NO.: 107'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 129'da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
j. SEKANS KOD NO.: 108'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 130'da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgest;
k. SEKANS KOD NO.: 109'da gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: l41'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;
. SEKANS KOD NO.: 110'da gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 131'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
m. SEKANS KOD NO.: 111'de gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 134'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
n. SEKANS KOD NO.: 112'de gdsterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bdlgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 135'te

gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgest;
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0. SEKANS KOD NO.: 113'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bdlgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 140'ta
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
p. SEKANS KOD NO.: 114'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolges1 ve/veya SEKANS KOD NO.: 133'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;
q- SEKANS KOD NO.: 115'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 140'ta
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi,
r. SEKANS KOD NO.: 116'da gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 137'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
s. SEKANS KOD NO.: 117'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bdlgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 144t
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgest;
t. SEKANS KOD NO.: 118'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolges1 ve/veya SEKANS KOD NO.: 139da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;
u. SEKANS KOD NO.: 119'da gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 132'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
v. SEKANS KOD NO.: 120'de gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 142'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;
w. SEKANS KOD NO.: 121'de gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 138'de

gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgest;
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x. SEKANS KOD NO.: 122'de gdsterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bdlgesi ve/veya SEKANS KOD NO.. 146'da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

y. SEKANS KOD NO.: 123'te gosterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 147'de
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;

z. SEKANS KOD NO.: 124'te gbsterildigi gibi olan hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 144
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

aa. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 194'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

bb. SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 195'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgest;

cc. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 194'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi;

dd. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zineir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 195'te
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi;

ee. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 196'da
gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bdlgesi; ve

tf. SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olan hafif
zincir degisken boélgesi ve/veya SEKANS KOD NO.: 197'de

gosterildigi gibi olan agir zincir degisken bolgesi.
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Burada agiklanan agir ve/veya hafif zincirlerin ¢erceve bdlgesinin
kaynagi, burada agiklanan antikorlara istinaden Ornekleri verilen
cerceve bolgelerinin biri veya birden fazlasi olabilir. Dolayisiyla
antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar, burada agiklanan
CDR'lerden (6rnegin SEKANS KOD NO.: 72 ild 88'de gosterilen
spesifik CDR'ler veya konsensiis CDR'leri veya SEKANS KOD NO.:
89-102'de gosterilen CDR varyantlar arasindan secilen) birini veya
birden fazlasini ve burada agiklanan ¢ergeve bolgelerinin kaynaklik
ettikleri gergeve bolgelerinden birini veya birden fazlasini igerebilirler.
SEKANS KOD NO.: 103-154'te, beklenen CDR'ler koyu yaz stili ile

gosterilmekte olup, ¢ergeve bolgeleri gosterilmemektedir.

Asagidaki Tablo 1'de, biyolojik testler icin secilen anti-KAAGI
antikorlarindan bazilarinin hafif ve agir zincirlerinin tam ve eksiksiz

sckanslarma atif yapilmaktadir.

Tablo 1
Niikleotid sekansi Amino asit sekansi

Antikorun ads Zincir tipi (SEKANS KOD NO.:) | (SEKANS KOD NO.:)

D3 Hafif (L) 3 4

3D3 Agir (H) 5 6

3G10 Hafif 7 8

3G10 Agir 9 10

3C4 Hafif 11 12

3C4 Agir 13 14
Hiimanize 3D3 Hafif 166
Hiimanize 3D3 Agir 167
Hiimanize 3C4 Hafif 170
Hiimanize 3C4 Agir 171
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Hiimanize 3A4 Hafif (Lh1) 199
Hiimanize 3A4 Hafif (Lh2) 200
Hiimanize 3A4 Agir (Hhl) 202
Hiimanize 3A4 Agwr (Hh2) 203
Hiimanize 3A4 Agir (Hh3) 204
Hiimanize 3A4 Agir (Hh4) 205

10

15

20

Yapilan epitop haritalama calismalan, 3D3 antikorunun simnir
pozisyonlar dahil 36 ila 60 sayili amino asitlerin i¢inde yer alan bir
KAAGI epitopu ile etkilesime girdigini agiga ¢ikarmiglardir. 3G10 ve
3A4 antikorlari sinir pozisyonlar dahil 61 i1a 84 sayili amino asitlerin
icinde yer alan bir KAAGI epitopu ile, 3C4 antikoru ise sinr
pozisyonlar dihil 1 114 35 sayili amino asitlerin icinde yer alan bir
KAAGI epitopu ile etkilesime girmektedir. 3G10 ile 3A4 benzer bir
bdlgeye baglaniyor olmakla birlikte, 3G10 antikoru KAAGl'e 3A4

antikoru kadar etkin bir sekilde baglanmamaktadir.

Burada sunulan bilgi ve bulgulardan anlasilabilecegi lizere, yukarida
sunulan spesitik kombinasyondaki hafif zincir degisken bolgesi baska
herhangi bir hafif zincir degisken bolgesi ile degistirilebilir. Yukarida
sunulan spesifik kombinasyondaki agir zincir degisken bolgesi de
benzer sekilde baska herhangi bir agir zincir degisken bolgesi ile
degistirilebilir.

KAAGI'e baglanan se¢ilmis antikorlarin hafif ve agir zincir degisken

bolgelerinin sekanslart asagidaki Tablo 2'de a¢iklanmaktadir.
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Tablo 2
Antikorun ady Degisken bolge Niikleotid Amino asit
tipi (SEKANS KOD NO.:) | (SEKANS KOD NO.:)
3D3 Hafif (VL) 15 16
3D3 Agir (VH) 17 18
3G10 Hafif 19 20
3G10 Agir 21 22
3C4 Hafif 23 24
3C4 Agir 25 26
3A2 Hafif 103
3A2 Agir 126
3E10 Hafif 106
3E10 Agir 145
3G12 Hafif 121
3G12 Agir 138
3A4 Hafif 47 48
3A4 Agir 45 46
Hiimanize 3D3 Hafif 168
Hiimanize 3D3 Agir 169
Hiimanize 3C4 Hafif 172
Hiimanize 3C4 Agir 173
Hiimanize 3A4 Hafif (Lvhl) 189
Hiimanize 3A4 Hafit (Lvh2) 190
Hiimanize 3A4 Agir (Hvhl) 194
Hiimanize 3A4 Agir (Hvh2) 195
Hiimanize 3A4 Agir (Hvh3) 197
Hiimanize 3A4 Agir (Hvh4) 198
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SEKANS KOD NO.: 103-154, KAAG1'e baglandiklar1 gésterilmig
olan bagka antikorlarin hafif zincir ve agir zincir degisken bdlgelerine

tekabiil etmektedirler.

KAAGI'e baglanan se¢ilmis antikorlarin hafif ve agir zincir degisken
bolgelerinin CDR sekanslar1 agagidaki Tablo 3'te aciklanmaktadir,

Tablo 3
Antikorun SEKANS KOD
adh Zincir tipi| CDR NO.: Amino Asit Sekansi
3D3 Hafif (L) | CDR LI 27 KSSQSLLNSNFQKNFLA
3D3 Hafif CDR L2 28 FASTRES
3D3 Hafif CDR L3 29 QQHYSTPLT
3D3 Agir(H) | CDR HI 30 GYIFTDYEIH
3D3 Agir CDR H2 31 VIDPETGNTA
3D3 Agir CDR H3 32 MGYSDY
3G10 Hafif CDR LI 33 RSSQSLLHSNGNTYLE
3G10 Hafif CDR L2 34 KVSNRFS
3G10 Hafif CDR L3 35 FQGSHVPLT
3G10 Agir CDR H1 36 GYTFTDNYMN
3G10 Agir CDR H2 37 DINPYYGTTT
3G10 Agir CDR H3 38 ARDDWFDY
3C4 Hafif CDR LI 39 KASQDIHNFLN
3C4 Hafif CDR L2 40 RANRLVD
3C4 Hafif CDR L3 41 LQYDEIPLT
3C4 Agir CDR H1 42 GFSITSGYGWH
3C4 Agir CDR H2 43 YINYDGHND
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3C4 Agir | CDR H3 44 ASSYDGLFAY

3A2 Hafif | CDR L1 148 KSSQSLLHSDGKTYLN

3A2 Hafif | CDR L2 149 LVSKLDS

3A2 Hafif | CDRL3 150 WQGTHFPRT

3A2 Aprr | CDRHI 151 GYTFTD YNMH

3A2 Agir | CDR H2 152 YINPYNDVTE

3A2 Agr | CDR H3 153 AWFGL RQ

3E10 Hafif | CDRLI 154 RSSKSLLHSNGN TYLY

3E10 Hafif | CDR L2 155 RMSNLAS

3E10 Hafif | CDRL3 156 MQHLEYPYT

3E10 Agir | CDRHI 157 GDTFTD YYMN

3E10 Agir | CDRH2 158 DINPNYGGIT

3E10 Agr | CDR H3 159 QAYYRNS DY

3G12 Hafif | CDRLI 160 KASQDVGTAVA

3G12 Hafif | CDRL2 161 WTSTRHT

3G12 Hafif | CDRL3 162 QQHYSIPLT

3G12 Agr | CDRHI 163 GYIFTDYEIH

3G12 Agir | CDR H2 164 VIDPETGNTA

3G12 Agir | CDR H3 165 MGYSDY

3A4 Hafif | CDRLI 52 RSSQSLLHSNGNTYLE

3A4 Hafif | CDRL2 53 TVSNRFS

3A4 Hafif | CDR L3 54 FQGSHVPLT

3A4 Apir  |CDRHI 49 GYTFTDDYMS
DINPYNGDTNYNQKFKG

3A4 Agr  |CDRH2| 50 veya212 veya DINPYNGDTN

3A4 Agr | CDR H3 51 DPGAMDY




10

15

20

25

52

Varyant antikorlar ve antijen-baglanma fragmanlart

Bu bulus, burada agiklanan antikorlar ve antijen-baglanma
fragmanlarmin varyantlarini1 da i¢ine alan bir kapsama sahiptir.
Bulusun kapsamina giren varyant antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlari, amino asit sekansinda bir varyasyon bulunan antikorlar
veya antijen-baglanma fragmanlaridir. Ornek vermek gerekirse,
bulusun kapsamina giren varyant antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlari, en az bir adet varyant CDR (iki, ¢, dort, bes, alt1 adet
veya daha biiylik sayilarda varyant CDR ya da hatta on 1ki adet
varyant CDR)  bulunan antikorlar veya  antijen-baglanma
fragmanlaridir, Varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlan
arasinda, bir varyant hafif zincir degisken bélgesi, bir varyant agir
zincir degisken bélgesi, bir varyant hafif zincir ve/veya bir varyant
agir zincire sahip olan antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar
bulunur. Bulusun kapsamina giren varyant antikorlar veya antijen-
baglanma fragmanlar, émegin orijinal antikor veya antijen-baglanma
fragmanina kiyasla benzer dlizeyde veya daha gelismis bir baglanma

afinitesine sahip olan antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlaridir,

Burada kullanildigi anlamiyla "varyant” terimi, burada ag¢iklanan
sekanslardan herhangi biri ile ilgili olabilecek olup, bu terimle atif
yapilabilecek olan unsurlara dérnek olarak bir varyant CDR (CDRLI,
CDRL2, CDRL3, CDRHI1, CDRH2 ve/veya CDRH3), bir varyant
hafif zincir degisken bdlgesi, bir varyant agir zincir degisken bolgesi,
bir varyant hafif zincir, bir varyant agir zincir, bir varyant antikor, bir
varyant antijen-baglanma fragmanm1 ve bir KAAGI varyanti

gosterilebilir.
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Ikame bazli mutagenez icin en ¢ok tercih edilen yerler hiperdegisken
bélgelerdir (CDR'ler), fakat ¢er¢eve bolgesine ve hatta sabit bolgeye
yonelik modifikasyonlar da bulusun kapsamu icinde sayilirlar.

SEKANS KOD NO.: 72-102'de o6rmek CDR varyantlar

sunulmaktadir,

Konservatif ikameler, asagida listelenen gruplardan (1 ila 6 numarali
gruplar) birt i¢inde yer alan (bir CDR, degisken zincir, antikor veya
benzeri bir unsura ait) bir amino asidin ayni grup i¢inde yer alan baska

bir amino asit ile degistirilmesi yoluyla yapilabilirler.

Konservatif ikamelere verilebilecek diger ornekler, asagidaki Tablo
1A'da "tercih edilen ikameler" bashigi altinda gosterilmektedirler. Eger
bu tilir bir ikame sonucunda istenmeyen bir dzellik meydana ¢ikarsa, o
halde Tablo 1A'da "6rnek niteligindeki ikameler" adi altinda belirtilen
ya da amino asit siniflarina istinaden asagida agiklandigi gibi olan

daha biiylk degisiklikler yapilabilir ve tiriinler taranir.

Sektorde bilindigi lizere ikame bazli mutagenez yoluyla bulusa konu
olan polipeptidlerin biyolojik aktivitesini muhafaza eden varyantlar
olusturmak miimkiindiir. Bu varyantlarda, orijinal polipeptidin amino
asit sekansinda yer alan amino asit artiklarindan en az birinin yerine
farkli bir artik bulunur. Ornegin, ikame bazli mutagenez igin tercih
edilen bir yerde, cesitli farkli tirlerden e¢lde edilmis olan belli
artiklarin 6zdes olduklart bir yer bulunabilir. "Konservatif ikameler"
olarak tanimlanan ikame 6rnekleri Tablo 1A'da gosterilmektedir. Eger
bu tiir bir ikame sonucunda istenmeyen bir degisiklik meydana gelirse,

o halde Tablo 1A'da "6rmek niteligindeki ikameler" adi altinda
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belirtilen ya da amino asit siniflarina istinaden asagida agiklandigi gibi

olan farkli tiir ikameler yapilir ve tiriinler taranir.

Fonksiyon veya  imminolojik  kimligi  etkileyen  biiyiik
modifikasyonlar, (a) polipeptid omurgasinin ikame bdlgesindeki
yapisini,  Ornegin  yaprak  konformasyonunu veya  helisel
konformasyonu, (b) molekiiliin hedef yerdeki viikini ya da
hidrofobisitesini ya da (c¢) yan zincirin blyukligiini idame ettirme
yonindeki etkileri agisindan istatistiksel agidan anlaml dilizeyde
farklilhk gosteren ikameler segilerek gergeklestirilirler. Dogada
kendiliginden olusan artiklar, ortak yan zincir ozellikleri esasinda

gruplara ayrilirlar;

(grup 1) hidrofobik: Norldsin, Metionin (Met), Alanin (Ala),
Valin (Val), Lésin (Leu), Izolosin (Ile);

(grup 2) ndtr hidrofilik: Sistein (Cys), Serin (Ser), Treonin
(Thr);

(grup 3) asidik: Aspartik asit (Asp), Glutamik asit (Glu);

(grup 4) bazik: Asparajin (Asn), Glutamin (Gln), Histidin (His),
Lizin (Lys), Arjinin (Arg);

(grup 5) zincir oryantasyonunu etkileyen artiklar: Glisin (Gly),
Prolin (Pro); ve

(grup 6) aromatik: Triptofan (Trp), Tirozin (Tyr), Fenilalanin
(Phe).

Konservatif olmayan ikamelerde, bu siniflardan biri i¢cinde yer alan bir

artik bagka bir simif icinde yer alan bir artikla degistirilir.
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Tablo 1A. Amino asit ikamesi

. Konservatif

Asil artik Ornek niteligindeki ikameler ameler
Ala (A) Val, Leu, [le Val
Arg (R) Lys, Gln, Asn Lys
Asn (N) Gln, His, Lys, Arg, Asp Gln
Asp (D) Glu, Asn Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
Gln (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp, Gln Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn, Gln, Lys, Arg, Arg
Ile (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe, norldsin Leu
Leu (L) Norlésin, Ile, Val, Met, Ala, Phe Ile
Lys (K) Arg, Gln, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, Ile Leu
Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr(Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Ala, Norldsin Leu
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Varyant antikor veya antijen-baglanma fragmaninin amino asit
sckansindaki varyasyon kapsaminda, bir amino asit takviyesi,
eksiltmesi, sokmasi, itkamesi ve benzeri bir degisiklik, bir veya daha
fazla sayida amino aside istinaden omurga veya yan zincirde yapilmis
bir veya daha fazla sayida modifikasyon veya bir grup veya baska bir
molekiile (yan zincirler veya omurgadaki) bir veya daha fazla sayida

amino asit eklenmesine dayali bir degisiklik s6z konusu olabilir.

Varyant antikor veya antijen-baglanma fragmaninin amino asit
sekansi ile orijinal antikor veya antijen-baglanma fragmaninin amino
asit sekansi arasinda biiyiik bir sekans benzerligi ve/veya sekans
Ozdesligi bulunabilir. Bu iki sekans arasindaki benzerlik derecesi,
Ozdesliklerin (6zdes amino asitler) ve konservatif ikamelerin

yiizdesine dayanir.

Degisken zincirler arasindaki benzerlik derecesi ve dzdeslik, genelde,
varsayllan ayarlarda, yani blastp programi, BLOSUMS62 matrisi
(bosluk agma bedeli 11 ve bosluk uzatma bedeli 1; bosluk x azaltma
50, beklenen 10,0, sozciik biiylkligl 3) ve aktif filtreler esliginde
Blast2 sckans programi (Tatiana A. Tatusova, Thomas L. Madden
(1999), "Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein and
nucleotide sequences”", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250)

kullanilarak belirlenir.

Dolayisiyla yiizde cinsinden 6zdeslik, orijinal peptide kiyasla 6zdes
olan ve ayni veya benzeri bir pozisyonu alabilecek olan amino

asitlerin oranini verir. Yiizde cinsinden benzerlik ise, ¢zdes olan
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amino asitler ile orijinal peptidde aymi veya benzer pozisyonda
bulunan amino aside goére konservatif amino asit ikamesinin yapilmis

oldugu pozisyonlarin oranini verir.

Dolayisiyla bu bulusa uygun varyantlar arasinda, orijinal sekans veya
orijinal sekansin bir kismi ile en az %70, %75, %80, %81, %82, %83,
%84, %85, %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95,
%96, %97, %98, %99 veya %100 oraninda sekans 6zdesligine sahip

olan varyantlar bulunur.

Varyantlara verilebilecek ornekler arasinda, burada aciklanan bir
sekans ile en az %81 oraninda sekans Ozdesligine ve bir orijinal
sckans veya bir orijinal sekansin bir kismi ile en az %81, %82, %83,
%84, %85, %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95,
%96, %97, %98, %99 veya %100 oranminda sekans benzerligine sahip

olan varyantlar bulunur.

Diger varyant 6rnekleri arasinda, burada agiklanan bir sekans ile en az
%82 oraninda sekans ozdesligine ve bir orijinal sekans veya bir
orijinal sekansin bir kismi ile en az %82, %83, %84, %85, %86, %87,
%88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99
veya %100 oraninda sekans benzerligine sahip olan varyantlar

bulunur.

Ek varyant 6rnekleri arasinda, burada agiklanan bir sekans ile en az
%85 oramnda sekans Ozdesligine ve bir orijinal sekans veya bir

orijinal sekansin bir kismi ile en az %83, %86, %87, %88, %89, %90,
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%91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99 veya %100
oraninda sekans benzerligine sahip olan varyantlar bulunur.

Varyantlara verilebilecek baska ornekler arasinda, burada aciklanan
bir sekans ile en az %90 oranmnda sekans 6zdesligine ve bir orijinal
sekans veya bir orijinal sekansm bir kismi ile en az %90, %91, %92,
%93, %94, %95, %96, %97, %98, %99 veya %100 oraninda sekans

benzerligine sahip olan varyantlar bulunur.

[lave varyant 6rnekleri arasinda, burada agiklanan bir sekans ile en az
%95 oraminda sekans Ozdesligine ve bir orijinal sekans veya bir
orijinal sekansin bir kismi ile en az %95, %96, %97, %98, %99 veya

%100 oraninda sekans benzerligine sahip olan varyantlar bulunur.

Bunlara ¢k varyant 6rnekleri arasinda, burada agiklanan bir sckans ile
en az %97 oraninda sekans dzdesligine ve bir orijinal sekans veya bir

orijinal sekansin bir kismi ile en az %97, %98, %99 veya %100

oraninda sekans benzerligine sahip olan varyantlar bulunur.

Basvuru Sahibi, okuyucunun kolayca referans alabilecegi bir &zet
sunmak adina, bu bulusun kapsamina giren varyant drneklerinin ayri
ayn listelendigi ve bu varyantlara karsilik gelen yiizde cinsinden
sekans Ozdesligi ve yiizde cinsinden sekans benzerligi degerlerinin
belirtildigi asagidaki Tablo 1B'yi olusturmustur. Tabloda gecen her

"X"in ayr1 bir varyant: tanimladig1 diistintilmelidir.
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Tablo 1B Yiizde (%) cinsinden sckans izdesligi

Yiizde (%)

o
(=
-]

82 | 83 | 84 | 85 | 86 | 87 | 88 | B9 | 90 | 91 | 92 [ 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 | 99 [ 100

80

X
8l X X
82 X X X
83 X X X X
84 X X X X X
85 X X X X X X
86 X X X X X X X
87 X X X X X X X X
88 X X X X X X X X X
89 X X X X X X X X X X
90 X X X X X X X X X X X
91l X X X X X X X X X X X X
92 X X X X X X X X X X X X X
93 X X X X X X X X X X X X X X
94 X X X X X X X X X X X X X X X
95 X X X X X X X X X X X X X X X X
96 X X X X X X X X X X X X X X X X X
97 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
98 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
99 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
00 | X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Bu bulus, burada agiklanan sekans ile en az %70 oraninda 6zdesligine
veya en az %80 oranmda dzdesligine sahip olan CDR'ler, hafif zincir
degisken bolgeleri, agir zincir degisken bolgeleri, hafif zincirler, agir
zincirler, antikorlar ve/veya antijen-baglanma fragmanlarini igine alan

bir kapsama sahiptir.

Dolayisiyla bu bulug, KAAGI'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip
olan ve asagida belirtilenleri igermeleri miimkiin olan antikorlar ve
antijen-baglanma fragmanlarini kapsar:

d. SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %70 oraninda sekans 6zdegligine
sahip olan bir hafif zincir degisken bdlgesi ve SEKANS KOD NO.: 46
ile en az %70 oraninda sckans 6zdesligine sahip olan bir agir zincir

degisken bolgesi.
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Burada konu edilen ve agiklanan, KAAGl'e spesifik baglanma
kabiliyetine sahip olan ve asagida belirtilenden olusan grup
igerisinden segilen sekanslar1 igermeleri miimkiin olan antikorlar ve

antijen-baglanma fragmanlaridir:

a. SEKANS KOD NO.: 16 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 18 ile en az %70 oraninda sekans
ozdegligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi;

b. SEKANS KOD NO.: 20 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 22 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

c. SEKANS KOD NO.: 24 ile en az %70 oraninda sckans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 26 ile en az %70 oraminda sekans
Ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolges;

d. SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 46 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

e. SEKANS KOD NO.: 103 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 126 ile en az %70 oraninda sckans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

f. SEKANS KOD NO.: 104 ile en az %70 oraninda sekans

Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
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SEKANS KOD NO.: 127 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

g. SEKANS KOD NO.: 105 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 128 ile en az %70 oraninda sekans
dzdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi;

h. SEKANS KOD NO.: 106 ile en az %70 oraninda seckans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bdlgesi ve
SEKANS KOD NO.: 145 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

i. SEKANS KOD NO.: 107 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 128 ile en az %70 oraninda sekans
6zdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

1. SEKANS KOD NO.: 108 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 130 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

k. SEKANS KOD NO.: 109 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 141 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi;

1. SEKANS KOD NO.: 110 ile en az %70 oraninda sekans
ozdegligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 131 ile en az %70 oraninda sckans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

m. SEKANS KOD NO.: 111 ile en az %70 oraninda sekans

ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
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SEKANS KOD NO.: 134 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

n. SEKANS KOD NO.: 112 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 135 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi;

0. SEKANS KOD NO.: 113 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bdlgesi ve
SEKANS KOD NO.: 136 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

p- SEKANS KOD NO.: 114 ile en az %70 oranminda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 133 ile en az %70 oraninda sekans
6zdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

q- SEKANS KOD NO.: 115 ile en az %70 oramnda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 140 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

r. SEKANS KOD NO.: 116 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 137 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi;

s. SEKANS KOD NO.: 117 ile en az %70 oraninda sekans
ozdegligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 144 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

t. SEKANS KOD NO.: 118 ile en az %70 oraninda sekans

ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
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SEKANS KOD NO.: 139 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

u. SEKANS KOD NO.: 119 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 132 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi;

v. SEKANS KOD NO.: 120 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bdlgesi ve
SEKANS KOD NO.: 142 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

w. SEKANS KOD NO.: 121 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 138 ile en az %70 oraninda sekans
6zdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

Xx. SEKANS KOD NO.: 122 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 146 ile en az %70 oranmnda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;

y. SEKANS KOD NO.: 123 ile en az %70 oraninda sekans
Ozdesligine sahip olan bir hafif zincir degisken bdélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 147 ile en az %70 oraninda sekans
ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bolgesi; ve

z. SEKANS KOD NO.: 124 ile en az %70 oraninda sekans
ozdegligine sahip olan bir hafif zincir degisken bélgesi ve
SEKANS KOD NO.: 143 ile en az %70 oraninda sekans

ozdesligine sahip olan bir agir zincir degisken bdlgesi;
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Bu bulusa gore, varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlari,
miitekabil hafif zincir ve/veya agir zincir deisken bdlgesindeki
CDR'ler 1le 6zdes olan CDR'ler igerirler. Baska drneklerde, varyant
antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlari, varyant CDR(ler)

icerebilirler,

Dolayisiyla, bir varyant antikor veya antijen-baglanma fragmani i¢in
verilebilecek 6rnekler, SEKANS KOD NO.: 16, 20, 24, 103, 106 veya
121 1le en az %70, %75 veya %80 oraninda 6zdes olan bir sekansin
bulundugu bir hafif zincir degisken bolgesi igeren antikorlar veya
antijen-baglanma fragmanlanidir. Bu gibi bir varyantin CDR'leri,
miitekabil varyant olmayan (yabani tip sekansli) antikor veya antijen-
baglanma fragmanimin CDR'leri ile 6zdes olabilir veya 1 ilda 3 adet

amino asit bakimindan onlardan farkli olabilir.

Bir diger varyant antikor hafif zincir degisken bdlgesi 6rnedi,
SEKANS KOD NO.: 16'min CDR amino asit sekanslar ile %100
oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina sahip olan ve SEKANS
KOD NO.: 16'min gergeve bolgesine kiyasla g¢erceve bdlgesinde
ornegin 1 1ld 22 adet amino asit modifikasyonu (drnegin konservatif
olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan bir hafif zincir
degisken bolgesidir. SEKANS KOD NO.: 168'de bir SEKANS KOD
NO.: 16 varyanti sunulmaktadir.

Ornek gosterilebilecek varyant antikor hafif zincir degisken
bolgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 20'nin CDR amino asit
sekanslar1 1le %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sckanslarina

sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 20'nin gerceve bdlgesine kiyasla
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cerceve bolgesinde ornegin 1 114 22 adet amino asit modifikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan

bir hafif zincir degisken bolgesidir.

Omnek gosterilebilecek varyant antikor hafif =zincir degisken
bdlgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 24%n CDR amino asit
sekanslar1 ile %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 24in ger¢eve bolgesine kiyasla
cergeve bolgesinde ornegin 1 114 21 adet amino asit modifikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan
bir hafif zincir degisken bolgesidir. SEKANS KOD NO.: 172'de bir
SEKANS KOD NO.: 24 varyant1 sunulmaktadir.

Ornek gosterilebilecek varyant antikor hafif zincir de@isken
bélgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 103'iin CDR amino asit
sckanslar1 i1le %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sckanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 103'lin ¢er¢eve bolgesine kiyasla
cerceve bolgesinde 6rnegin 1 114 22 adet amino asit modifikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan

bir hafif zincir degisken bolgesidir.

Omek gosterilebilecek bir varyant antikor hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 106'nin CDR amino asit sekanslari ile
%100 oraninda 6zdes CDR amino asit sckanslarina sahip olan ve
SEKANS KOD NO.: 106'nin ¢er¢eve bolgesine kiyasla cerceve
bdlgesinde 6rnegin 1 1la 22 adet amino asit modifikasyonu (6rnegin
konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan bir hafif

zincir deZisken bolgesidir.
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Ornek gdsterilebilecek bir varyant antikor hafif zincir degisken
bélgesi, SEKANS KOD NO.: 121'in CDR amino asit sekanslari ile
%100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina sahip olan ve
SEKANS KOD NO.: 121I'in cer¢eve bdlgesine kiyasla cergeve
bolgesinde ornegin | ild 21 adet amino asit modifikasyonu (6regin
konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan bir hafif

zincir degisken bolgesidir.

Bazi durumlarda, varyant antikor hafif zincir degisken bolgesi, (amino
asit itkameleri ile birlikte veya amino asit ikameleri olmaksizin) amino
asit silmeleri veya eklemeleri icerebilirler. 1, 2, 3, 4 veya 5 adet amino

asit silmesi veya eklemesi genelde tolere edilebilir.

Bu bulusa uygun bir varyant antikor veya antijen-baglanma fragmani
i¢in verilebilecek diger 6érnekler, SEKANS KOD NO.: 18, 22, 26, 126,
138 veya 145 ile en az %70, %75 veya %80 oraninda 6zdes olan bir
sekansm bulundugu bir agir zincir degisken bolgesi igeren antikorlar
veya antijen-baglanma fragmanlaridir. Bu gibi bir varyantin CDR'leri,
miitekabil varyant olmayan (yabani tip sekansli) antikor veya antijen-
baglanma fragmaninin CDR'leri ile 6zdes olabilir veya 1 il 3 adet

amino asit bakimindan onlardan farkli olabilir.

Omek gosterilebilecek varyant antikor a@ir zincir degisken
bélgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 18'in CDR amino asit
sekanslar1 ile %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 18'1n ¢er¢eve bolgesine kiyasla
cerceve bolgesinde Ornegin 1 114 22 adet amino asit modifikasyonu

(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan
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bir agir zincir degisken bolgesidir. SEKANS KOD NO.: 169'da bir
SEKANS KOD NO.: 18 varyant1 sunulmaktadir.

Ormnek gosterilebilecek varyant antikor agmr zincir degisken
bolgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 22'nin CDR amino asit
sekanslar1 1le %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 22'nin ger¢eve bdlgesine kiyasla
cerceve bolgesinde 6rnegin 1 i1ld 23 adet amino asit moditikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan

bir agir zincir degisken bolgesidir.

Ornek  gosterilebilecek varyant antikor agir  zincir  degisken
bélgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 26'min CDR amino asit
sckanslar1 ile %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 26'nin ¢erceve bdlgesine kiyasla
cerceve bolgesinde ornegin 1 114 23 adet amino asit modifikasyonu
(6rmegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan
bir agir zincir degisken bdlgesidir. SEKANS KOD NO.: 173'te bir
SEKANS KOD NO.: 26 varyant1 sunulmaktadir.

Omek gbsterilebilecek varyant antikor agir  zincir  degisken
bolgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 126'nin CDR amino asit
sekanslar1 ile %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve¢ SEKANS KOD NO.: 126'nin ¢er¢eve bolgesine kiyasla
cerceve bolgesinde 6rnegin 1 114 23 adet amino asit modifikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan

bir agir zincir degisken bolgesidir.
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Ornek gosterilebilecek varyant antikor agir zincir  degisken
bélgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 145'in CDR amino asit
sekanslar1 ile %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 145'in ¢erceve bolgesine kiyasla
cerceve bolgesinde drnegin | ila 23 adet amino asit modifikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan

bir agir zincir degisken bolgesidir.

Omek gosterilebilecek  varyant antikor agir  zincir  degisken
bdélgelerinden biri, SEKANS KOD NO.: 138'in CDR amino asit
sekanslar1 ile %100 oraninda 6zdes CDR amino asit sekanslarina
sahip olan ve SEKANS KOD NO.: 138'in ¢erceve bolgesine kiyasla
cerceve bolgesinde Ornegin 1 ila 22 adet amino asit modifikasyonu
(6rnegin konservatif olan veya olmayan amino asit ikameleri) bulunan

bir agir zincir degisken bolgesidir.

Baz1 durumlarda, varyant antikor agir zincir degisken bolgesi, (amino
asit ikameleri ile birlikte veya amino asit ikameleri olmaksizin} amino
asit silmeleri veya eklemeleri icerebilirler. 1, 2, 3, 4 veya 5 adet amino

asit silmesi veya eklemesi genelde tolere edilebilir.

Varyant CDR 'ler

Burada ayrica, burada agiklanan CDR'lerden en az birinde (asil
CDR'ye kiyasla) en az bir adet konservatif amino asit ikamesi
barindiran degisken zincirlerin bulundugu polipeptidler, antikorlar ve

antijen-baglanma fragmanlan da agiklanmaktadir.
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Bu bulug, CDR'lerinden en az ikisinde (miitekabil orijinal CDR'lere
kiyasla) en az bir adet konservatif amino asit ikamesi barindiran
degisken zincirlerin bulundugu polipeptidler, antikorlar ve antijen-

baglanma fragmanlarini da i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Bu bulus, CDR'lerinin iigiinde de (miitekabil orijinal CDR'lere
kiyasla) en az bir adet konservatif amino asit tkamesi barindiran
degisken zincirlerin bulundugu polipeptidler, antikorlar ve antijen-

baglanma fragmanlarini da i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Bu bulug, CDR'lerinden en az birinde (miitekabil orijinal CDR'ye
kiyasla) en az iki adet konservatif amino asit ikamesi barindiran
degigsken zincirlerin bulundugu polipeptidler, antikorlar ve antijen-

baglanma fragmanlarini da i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Bu bulus, CDR'lerinden en az ikisinde (miitekabil orijinal CDR'lere
kiyasla) en az iki adet konservatif amino asit ikamesi barmndiran
degisken zincirlerin bulundugu polipeptidler, antikorlar ve antijen-

baglanma fragmanlarini da i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Bu bulus, CDR'lerinden iiclinde de (miitekabil orijinal CDR'lere
kiyasla) en az iki adet konservatif amino asit ikamesi barindiran
degisken zincirlerin bulundugu polipeptidler, antikorlar ve antijen-

baglanma fragmanlarini da igine alan bir kapsama sahiptir.

En {stiin karakteristikleri goésteren antikorlarin hafif zincir degisken
bolgeleri veya agir zincir degisken bolgelerinin amino asit sekanslari

arasinda yaptigimiz karsilastirmalar, CDR'ler i¢inde ve degisken



10

15

20

25

70

bolgeler i¢inde yer alan konsensiis sekanslart elde etmemizi
saglamistir. CDR'lere iliskin konsensiis sckanslari, SEKANS KOD
NO.: 72 114 88'de sunulmaktadir.

Dolayisiyla bu bulus, bir érnekte, asagida belirtilenleri iceren bir hafif
zincir deZisken bdlgesinin yer aldigi bir izole antikor veya antijen-

baglanma fragmani ortaya koyar:

a. SEKANS KOD NO.: ile SEKANS KOD NO.: 73'ten olusan
grup icerisinden secilen bir CDRL1 sekansi;

b. SEKANS KOD NO.: 74, SEKANS KOD NO.: 75 ile
SEKANS KOD NO.: 76'dan olusan grup igerisinden segilen bir
CDRL?2 sekansi; veya

c. SEKANS KOD NO.: 77, SEKANS KOD NO.: 78 ile
SEKANS KOD NO.: 79'dan olusan grup igerisinden se¢ilen bir
CDRL3 sckansi.

Dolayisiyla bu bulus, bir 6rnekte, asagida belirtilenleri iceren bir agir
zincir degisken bolgesinin yer aldigi bir izole antikor veya antijen-

baglanma fragmani ortaya koyar:

a. SEKANS KOD NO.: 80' iceren bir CDRH1 sekansi;

b. SEKANS KOD NO.: 81, SEKANS KOD NO.; 82, SEKANS
KOD NO.: 83, SEKANS KOD NO.: 84 ile SEKANS KOD
NO.: 85'ten olusan grup igerisinden segilen bir CDRH2 sekanst;

veya
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¢. SEKANS KOD NO.: 86, SEKANS KOD NO.: 87 ile
SEKANS KOD NO.: 88'den olusan grup igerisinden segilen bir
CDRH?3 sekansi.

5 Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRL1 sekansi ihtiva edebilir:

X12S8X0,SLLX5,X 42X 52X 62X72X 82X 02X 10aL.X1 12 (SEKANS KOD
NO.: 72);

10 burada X, bir bazik amino asit olabilir;

burada X,,, bir bazik amin asit olabilir;

burada X;,, H, Y ya da N olabilir;

burada X, S, T, N ya da R olabilir;

burada Xs,, S ya da N olabilir ya da mevcut olmayabilir;
15 burada Xg,, D, F ya da N olabilir;

burada X5,, G ya da Q olabilir;

burada Xs,, K, L ya da N olabilir;

burada Xo,, T ya da N olabilir;

burada X, bir aromatik amino asit olabilir; ve

20 burada X;,, A, N, E yada Y olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X,, K ya da R olabilir.
Bulusun bir diger yapisinda, X»,, Q va da K olabilir.

25

Bulusun yine bir diger yapisinda, X3,, N ya da H olabilir.

Bulusun bir bagka yapisinda, Xy, Y ya da F olabilir.
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Daha somut érneklerde, X,,'nin K oldugu, X,,"min Q oldugu, X;,'nin N
oldugu, X;,'min H oldugu, Xy,'nin S oldugu, X4,'nin T oldugu, Xs,'nin
S oldugu, Xs./nin mevcut olmadidl, Xg'anin N oldugu, X;,nin Q
oldugu, X7,'nin G oldugu, Xg,'nin K oldugu, Xq,;nin N oldugu, Xo,'nin
T oldugu, X,¢,'min Y oldugu ya da X,;,'/nin A oldugu SEKANS KOD
NO.: 72 sekansina sahip olan bir CDRL1 s6z konusudur.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRLI sekansi ihtiva edebilir:

KASQDX , Xop X3 X 46 X5 X6 (SEKANS KOD NO.: 73);
burada X, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X,,. G ya da H olabilir;

burada X3, T, N ya da R olabilir;

burada Xy, F, Y ya da A olabilir;

burada X5y, bir hidrofobik amino asit olabilir; ve

burada X¢,, N ya da A olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X, V va da I olabilir.

Bulusun bir diger 6mek niteligindeki yapisinda, X5, V ya da L

olabilir.

Daha somut érneklerde, X;,'nin I oldugu, X,,'nin H oldugu, X3, nin T
oldugu, X;,'nin N oldugu, X4,'nin Y oldugu, X4'nin F oldugu, Xs,'nin
L oldugu ya da Xg,'nin N oldugu SEKANS KOD NO.: 73 sekansina
sahip olan bir CDRL1 sdz konusudur.
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SEKANS KOD NO.: 89 ve 90'da, CDRL1'e iligkin 6rnek niteligindeki

diger bulus yapilar1 sunulmaktadir.

Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRL2 sekansi ihtiva edebilir:

FX.STX;.X5.S (SEKANS KOD NO.: 74);
burada X, A ya da G'dir;

burada X,., R ya da T'dir; ve

burada X, E, K ya da A'dir.

Bulusun érnek niteligindeki bir yapisinda, X, A olabilir ve X5, T

olabilir.

Bulusun bir diger 6érnek niteligindeki yapisinda, X, A olabilir ve X,
R olabilir.

Daha somut 6rneklerde, X /'nin A oldugu, X;/nin R oldugu ya da
X;./nin E oldugu SEKANS KOD NO.: 74 sekansina sahip olan bir
CDRL2 s6z konusudur.

Bu bulusa goére, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRL?2 sekansi ihtiva edebilir:

X1dVSX24X34X4aS (SEKANSK KOD NO.: 75);
burada X4, L ya da K olabilir;

burada X,q4, bir bazik amino asit olabilir;
burada X4, L ya da R olabilir; ve

burada X4y, D ya da F olabilir.
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Bulusun érnek niteligindeki bir yapisinda, X5y, K ya da N olabilir.

Daha somut érneklerde, X 4nin L oldugu, X;4"nin K oldugu, X;4'nin L
oldugu ya da Xy4'nin D oldugu SEKANS KOD NO.: 75 sekansina
sahip olan bir CDRL2 s6z konusudur.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRL2 sekansi ihtiva edebilir:

X cANRLVX;. (SEKANS KOD NO.: 76);
burada X,., bir bazik amino asit olabilir; ve

burada X,., D ya da A olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X, R ya da H olabilir.

Daha somut 6rneklerde, X, ./min R oldugu ya da X,;./nin D oldugu
SEKANS KOD NO.: 76 sekansina sahip olan bir CDRL2 s6z

konusudur.

SEKANS KOD NO.: 91 ila 93'te, CDRL2ye iligkin 0Ornek

niteligindeki diger bulus yapilan sunulmaktadir.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRL3 sckansi ihtiva edebilir:

X[fQXzfX3fX4fX5fPLT (SEKANS KOD NO.: 77),
burada X, Q ya da L olabilir;

burada X, bir aromatik amino asit olabilir;
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burada Xsp, D, F vada Y olabilir;
burada Xy, E, A, N ya da S olabilir; ve
buradaXs;, I, F ya da T olabilir.

Bulusun drnek niteligindeki bir yapisinda, X5, Y ya da H olabilir,

Bulusun bir diger ornek niteligindeki vapisinda, X3, Y ya da D

olabilir.

Bulusun yine bir diger érnek niteligindeki yapisinda, Xsp, [ ya da T

olabilir.

Diger somut érneklerde, X ¢/nin Q oldugu, X,¢/nin H oldugu, X;/nin D
oldugu, Xs¢nin Y oldugu, X4¢nin S oldugu, X4f/nin E oldugu, X4fnin A
oldugu, Xsfnin T oldugu ya da Xs¢fnin I oldugu SEKANS KOD NO.:

77 sekansina sahip olan bir CDRL3 s6z konusudur.

Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRL3 sekansi ihtiva edebilir:

QQHX, X5, X3, PLT (SEKANS KOD NO.: 78);
burada X, bir aromatik amino asit olabilir;
burada Xy, N ya da S olabilir; ve

burada X;,, [ ya da T olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X, F ya da Y olabilir.
Diger somut &rneklerde, Xo,nin S oldugu ya da Xs,/'nin T oldugu

SEKANS KOD NO.: 78 sekansina sahip olan bir CDRL3 s6z

konusudur.
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Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRL3 sckansi ihtiva edebilir:

XinQGXHX:PXu T (SEKANS KOD NO.: 79);
burada X, bir aromatik amino asit olabilir;
burada Xy, bir nétr hidrofilik amino asit olabilir;
burada Xj;,, F ya da V olabilir;

burada X4, R ya da L olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, Xy, W ya da F olabilir.

Bulusun bir diger 6rnek niteligindeki yapisinda, X, S ya da T

olabilir.

Diger somut drmeklerde, Xy'nin W oldugu, Xop'nin T oldugu, Xs,'nin
F oldugu ya da X4'nin R oldugu SEKANS KOD NO.: 79 sekansina
sahip olan bir CDRL3 s6z konusudur.

SEKANS KOD NO.: 94 ve 95'te, CDRL3'e iligskin 6rnek niteligindeki

diger bulus yapilar sunulmaktadir.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRHI1 sekansi ihtiva edebilir:

GY X ;FX0i X5 Y X4 X5H (SEKANS KOD NO.: 80);
burada Xi;, T, I ya da K olabilir;
burada X5;, bir nétr hidrofilik amino asit olabilir;

burada Xj5;, bir asidik amino asit olabilir;
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burada X4, E, N ya da D olabilir; ve

burada Xs;, bir hidrofobik amino asit olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X»;, T ya da S olabilir.

Bulusun bir diger 6rnek niteligindeki yapisinda, X5, D ya da E

olabilir.

Bulusun yine bir diger 6érnek niteligindeki yapisinda, X4, N ya da E

olabilir.

Bulusun bagka bir drnek niteligindeki yapisinda, X5, M, I ya da v

olabilir.

Diger somut 6rneklerde, X5'nin T oldugu, X;'nin D oldugu, X4'nin E
oldugu, Xs;'nin I oldugu ya da X5/'nin M oldugu SEKANS KOD NO.:

80 sekansina sahip olan bir CDRHI1 sz konusudur,

SEKANS KOD NO.: 96 ve 97'de, CDRH1'e iligskin &rnek niteligindeki

diger bulus yapilar sunulmaktadir.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRH2 sekansi ihtiva edebilir:

XX DPX5TGX 4 TX 5 (SEKANS KOD NO.: 81);
burada X;;, V ya da G olabilir;
burada X,;, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X;;, A, G ya da E olabilir;
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burada X4, R, G, D, A, S, N ya da V olabilir; ve

burada X5;, bir hidrofobik amino asit olabilir.

Bulusun ornek niteligindeki bir yapisinda, X5;, I ya da L olabilir.

Bulusun bir diger 6rnek niteligindeki yapisinda, X5, A ya da V

olabilir.

Diger somut orneklerde, X;i'nin V oldugu, X,i'nin I oldugu, Xs3;'nin E
oldugu, Xs'nin D oldugu ya da X5inin A oldugu SEKANS KOD NO.:
81 sekansina sahip olan bir CDRH2 sz konusudur.

Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRH?2 sekansi ihtiva edebilir:

VX DPXy TGX3TA (SEKANS KOD NO.: 82);
burada Xy, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X,, A, E ya da G olabilir; ve

burada X5, R, G, A, S, N, V ya da D olabilir.

Bulusun dmek niteligindeki bir yapisinda, Xy, L ya da I olabilir.
Diger somut orneklerde, X 'nin T oldugu, Xy'nin E oldugu ya da
Xs'nin D oldugu SEKANS KOD NO.: 82 seckansima sahip olan bir

CDRH2 s6z konusudur.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiili iceren veya ondan

olusan bir CDRH2 sekansi ihtiva edebilir:
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YIX X0 X5GXy X5 X6 (SEKANS KOD NO.: 83);
burada X;;, S ya da N olabilir;

burada X, bir aromatik amino asit olabilir;
burada X3, D, E ya da N olabilir;

burada X, D ya da H olabilir;

burada X5, Y, S ya da N olabilir; ve

burada X, D, E va da N olabilir.

Bulusun ornek niteligindeki bir yapisinda, X3, D ya da N olabilir.,

Bulusun bir diger &rnek niteligindeki yapisinda, X4, D va da N

olabilir.

Diger somut orneklerde, X5'nin F ya da Y oldugu, X5'nin N oldugu,
Xygnin D oldugu ya da Xg'nin N oldugu SEKANS KOD NO.: 83

sekansina sahip olan bir CDRH?2 s6z konusudur.

Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRH2 sckansi ihtiva edebilir:

X mINPYNX,,.VTE (SEKANS KOD NO.: 84);
burada X,,, N yada Y olabilir; ve
burada X;,,, E, D ya da N olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X,,,, D ya da N olabilir.
Diger somut drneklerde, X ,'nin N oldugu ya da X,,'nin D oldugu

SEKANS KOD NO.: 84 sekansina sahip olan bir CDRH2 s6z

konusudur.
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Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRH2 sekansi ihtiva edebilir:

DINPX,,YGX;, X5, T (SEKANS KOD NO.: 85);
burada X;,, N ya da Y olabilir;

burada X;,, G ya da T olabilir; ve

burada Xj,, I va da T olabilir.

SEKANS KOD NO.: 98 ve 99'da, CDRH2've iliskin 6rnek

niteligindeki diger bulus yapilan sunulmaktadir.

Bu bulusa gére, antikor, asagida belirtilen formiilii iceren veya ondan

olusan bir CDRH3 sckansi ihtiva edebilir:

MX 6 X2:X3,DY (SEKANS KOD NO.: 86);
burada X,,, G ya da S olabilir;

burada X,,, Y ya da H olabilir; ve

burada X;,, A ya da S olabilir.

Diger somut orncklerde, X,,;'"nun G oldugu, X;,/nun Y oldugu ya da
X3.nun S oldugu SEKANS KOD NO.: 86 sekansina sahip olan bir
CDRH3 s6z konusudur.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilii igeren veya ondan

olusan bir CDRH3 sckansi ihtiva edebilir:

IX,YAX;,DY (SEKANS KOD NO.: 87);,
burada X,,,, G ya da S olabilir; ve

burada X,,, M olabilir ya da mevcut olmayabilir.
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Diger somut 6meklerde, X;,'nin S oldugu ya da X;,/'nin M oldugu
SEKANS KOD NO.: 87 sckansma sahip olan bir CDRH3 s6z

konusudur.

Bu bulusa gore, antikor, asagida belirtilen formiilil igeren veya ondan

olusan bir CDRH3 sekansi ihtiva edebilir:

AX4X2qGLRX;4 (SEKANS KOD NO.: 88);
burada X4, R ya da W olabilir;
burada X, bir aromatik amino asit olabilir; ve

burada X, bir bazik amino asit olabilir.

Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, X5, W ya da F olabilir.

Bulusun bir diger yapisinda, X3, Q ya da N olabilir.

Bulusun diger somut omeklerinde, X 'nin R oldugu, X, /nin W
oldugu ya da X;jnin N oldugu SEKANS KOD NO.: 88 sekansina
sahip olan bir CDRH3 s6z konusudur.

Bu bulusun kapsamina dahil olan varyant antikorlar veya antijen-
baglanma fragmanlar1 arasinda, (konservatif olan veya konservatif
olmayan) bir sokma, bir silme veya bir amino asit ikamesi igeren
antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar1  bulunur. Bu
varyantlarda, orijinal polipeptidin amino asit sckansinda yer alan

amino asit artiklarindan en az birinin yerine farkh bir artik bulunur.
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Hiimanize antikorlar

Bu bulusa konu olan varyant antikorlar ve antijen-baglanma
fragmanlarma 1liskin émek niteligindeki bazi bulus yapilar, KAAGl'e
baglanma kabiliyetine sahip olan ve karakterize edici Ozellikler
burada hiimanize olmak olarak tanimlanan bir grup antikor ve antijen-

baglanma fragmanlari ile ilgilidirler.

Bu bulusa konu olan hiimanize antikorlar ve antijen-baglanma
fragmanlarimin daha somut ornekleri arasinda, hiimanize 3D3, 3A4 ve
3C4 antikorlan ile bunlarin antijen-baglanma fragmanlari bulunur. Bu
bulusa gore hiimanize 3A4 antikorlart ve onlarin antijen-baglanma
fragmanlart  kullamilabilir. Hiimanize 3D3, 3A4 wveya 3C4
antikorlarinda, monoklonal 3D3, 3A4 veya 3C4 antikoruna kiyasla

cerceve bolgesinde en az bir adet amino asit fark: vardir.

Monoklonal 3A4 antikorunun (VL: SEKANS KOD NO.: 48; VH:
SEKANS KOD NO.: 46) CDR'lerine 6zdes CDR'lere sahip olan
hiimanize 3A4 antikorlar1 olusturulmus ve test edilmislerdir. Bu
hiimanize antikorlar, monoklonal 3A4 antikoruna kiyasla degisken
hafif zincir ¢ergeve bolgelerinde 11'e varan sayida (birden on bire
kadar) amino asit ikamesi ve degisken agir zincir ¢erceve bolgelerinde
23'e varan sayida (birden yirmi iice kadar) amino asit ikamesi igerirler.
Bulus Sahibi, bu hiimanize 3A4 antikorlarinin KAAG1'e monoklonal
3A4 antikoru kadar etkin bir sekilde baglandiklarini goéstermis ve

ortaya koymustur.
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Varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlarina verilebilecek
ornekler arasinda, SEKANS KOD NO.: 186'da gdosterildigi gibi olan
bir hafif zincir degisken bdlgesine sahip olan antikorlar veya antijen-

baglanma fragmanlar1 bulunur:

SEKANS KOD NO.: 186

DXVMTQTPLSLXVXXGXXASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPXLLIHTVSNR
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDXGVYYCFQGSHVPLTFGXGTXLEXK,

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS KOD
10 NO.: 48'de gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino asitten farkli bir
amino asit olup bir (konservatif olan veya konservatif olmayan) amino
asit ikamesini teskil etmektedir. Bu amino asit ikamesi, 6rnegin bir
dogal insan antikoru veya bir insan antikor konsensisiiniin miitekabil
pozisyonunda bulunan amino asit olabilir. Bu amino asit ikamesi

15 Ornegin konservatif nitelikte olabilir.

Varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlarina iliskin 6mek
niteligindeki bir diger bulus yapisinda, SEKANS KOD NO.: 87'de
gosterildigi gibi olan bir hafif zincir degisken bolgesine sahip olan

20 varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlart s6z konusudur:

SEKANS KOD NO.: 187
DXerVMTQTPLSLX 2V XesXeaGXesXecASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPXerL

LIHTVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDX sGVYYCFQGSHVPLTFGXGT
XetohEXerrK,

burada X,,, bir hidrofobik amino asit olabilir;

25 burada X.,, A ya da P olabilir;
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burada X.s, bir ndtr hidrofilik amino asit olabilir;

burada X4, L ya da P olabilir;

burada X.s, bir asidik amino asit olabilir;

burada X, Q ya da P olabilir;

burada X.;, bir bazik amino asit olabilir;

burada Xz, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X9, A ya da Q olabilir;

burada X, bir bazik amino asit olabilir; veya

burada X.;;, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 48'de gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

Varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlarina iliskin 6rmek
niteligindeki bir ilave bulus yapisinda, SEKANS KOD NO.: 188'de
gdosterildigi gibi olan bir hafif zincir degisken bolgesine sahip olan

varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar1 s6z konusudur:

SEKANS KOD NO.: 188

DXe ' VMTQTPLSLX ez VX3 XeaGXesKesASISCRSS QS LLHSNGNTYLEWYLQKPGQS P X
LLIHTVSNRFSGVYPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDX s GVYYCFQGSHVPLTFGXesG
TXe1oLEXeK

burada Xg;, V ya da I olabilir;
burada Xg,, A ya da P olabilir;
burada Xg;, S yada T olabilir;
burada Xg4, L ya da P olabilir;
burada Xgs, D ya da E olabilir;
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burada Xgg, Q ya da P olabilir;

burada Xg7, K ya da Q olabilir;

burada Xgg, L ya da V olabilir;

burada Xgg, A ya da Q olabilir;

burada X, R ya da K olabilir; veya

burada Xg;y, L ya da [ olabilir;

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 48'de gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

Bulusun bir yapisina gore, hafif zincir degisken domain varyanti,
SEKANS KOD NO.: 189 veya 190'da gosterildigi gibi olan bir

sckansa sahip olabilir:

SEKANS KOD NO.: 189
DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYTVSNR
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK.

SEKANS KOD NO.: 190

DVVWMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYTVSNR
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK.

Varyant antikor veya antijen-baglanma fragmanlarina verilebilecek
ornekler arasinda, SEKANS KOD NO.: 191'de gdsterildigi gibi olan
bir agir zincir degisken bdlgesine sahip olan antikorlar veya antijen-

baglanma fragmanlari bulunur;

SEKANS KOD NO.: 191
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SEQ ID NO.:191
QXQLVQSGXEXXKPGASVKXSCKASGYTFTDDYMSWVXQXXGXXLEWXGDINPYNG
DTNYNQKFKGXXXXTXDXSXSTAYMXLXSLXSEDXAVYYCARDPGAMDYWGQGTXVT
VSS,

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS KOD
NO.: 46'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino asitten farkli bir
amino asit olup bir (konservatif olan veya konservatif olmayan) amino
asit itkamesini teskil etmektedir. Bu amino asit itkamesi, dmegin bir
dogal insan antikoru veya bir insan antikor konsensisiiniin miitekabil
pozisyonunda bulunan amino asit olabilir. Bu amino asit ikamesi

ornegin konservatif nitelikte olabilir.

Varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlarina iliskin 6rnek
niteligindeki bir diger bulus yapisinda, SEKANS KOD NO.: 192'de
gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bdlgesine sahip olan

varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlari s6z konusudur:

SEKANS KOD NO.: 192
QX QLVQSGXEX3X:KPGASVKXsSCKASGY TFTDDYMSWVXsQXr X1 G XroX 1oL EW

Xi11GDINPYNGDTNYNQKFKGX¢r2Xe13 40124115 T Xr1sD X175 X118S TAYMXi15L Xe20S LXK SED
X AVYYCARDPGAMDYWGQGT XzaVTVSS,

burada Xy, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X,p, P ya da A olabilir;

burada Xg, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X, V ya da K olabilir;

burada X, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada Xy, bir bazik amino asit olabilir;

burada X, S ya da A olabilir;
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burada Xz, H va da P olabilir;

burada X, bir bazik amino asit olabilir;

burada Xy, S ya da G olabilir;

burada Xy, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X5, bir bazik amino asit olabilir;

burada Xy;, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X4, [ ya da T olabilir;

burada Xss, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada Xy, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada Xy, K ya da T olabilir;

burada Xy, bir notr hidrofilik amino asit olabilir;

burada Xy, Q ya da E olabilir;

burada Xpg, N ya da S olabilir;

burada X, T ya da R olabilir;

burada Xy, bir nétr hidrofilik amino asit olabilir; veya

burada X3, S ya da L olabilir;

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 46'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

Varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlarina iliskin 6mek
niteligindeki bir ilave bulus yapisinda, SEKANS KOD NO.: 193'te
gosterildigi gibi olan bir agir zincir degisken bdlgesine sahip olan

varyant antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlar1 s6z konusudur:
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SEKANS KOD NO.: 193

QXr1QLVQSGXroE XrsXrKPGASVKXrsSCKASGY TF TDDYMSWVXrsQXr7XraG XXk 10l
EWX:11GDINPYNGDTNYNQKFKGXr12Xr13Xr14Xr1s TXr16DXr17SXr 1S TAYMX 10l X 20SL
Xr21SEDXe22AVYYCARDPGAMDYWG QG TXr2aVTVSS

10

15

20

25

burada Xg, I ya da V olabilir;
burada Xg,, P ya da A olabilir;
burada Xg;, M ya da V olabilir;
burada Xg4, V va da K olabilir;
burada Xgs, M ya da V olabilir;
burada Xpg, K ya da R olabilir;
burada Xg7, S ya da A olabilir;
burada Xgg, H ya da P olabilir;
burada Xpg, K ya da Q olabilir;
burada Xz, S ya da G olabilir;
burada Xg,, | va da M olabilir;
burada Xg,, K ya da R olabilir;
burada X3, A ya da V olabilir;
burada Xg 4, [ ya da T olabilir;
burada X5;s, L ya da I olabilir;
burada X6, V va da A olabilir;
burada Xg;7, K ya da T olabilir;
burada Xg g, S ya da T olabilir;
burada X9, Q va da E olabilir;
burada Xg;0, N ya da S olabilir;
burada Xy;;, T ya da R olabilir;

burada Xps,, S ya da T olabilir; ya da
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burada Xp,3, S ya da L olabilir;

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 46'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

5 konservatif olmayan) amino asit ikamesini tegkil etmektedir.

Bulusun bir yapisina gore, agir zincir degisken domain varyanti,
SEKANS KOD NO.: 194 ila 197'den herhangi birinde gosterildigi
gibi olan bir sckansa sahip olabilir:

10

SEKANS KOD NO.: 194
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNG

DTNYNQKFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTV
Ss.

SEKANS KOD NO.: 195
QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNG

DTNYNQKFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVT
VSS.

SSEKANS KOD NO.: 196
QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWIGDINPYNGD

TNYNQKFKGRATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTV
15 SS.

SEKANS KOD NO.: 197

QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVKQAPGQGLEWIGDINPYNGDT

NYNOKFKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVS
s.

20  Bu bulusa gore, hiimanize 3D3 antikoru, asagida gosterilen formiiliin

s0z konusu oldugu bir hafif zincir degisken bolgesine sahip olabilir;
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DIVMTQSPXSLAVSXGXXXTXNCKSSQSLLNSNFQKNFLAWYQQKPGQXPKLLIYFAS
TRESSXPDRFXGSGSGTDFTLTISSXQAEDXAXYXCQOQHYSTPLTFGXGTKLEXK

(SEKANS KOD NO.: 174);

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS KOD
NO.: 16'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino asitten farkli bir
amino asit olup bir (konservatif olan veya konservatif olmayan) amino
asit ikamesini teskil etmektedir. Bu amino asit ikamesi Ornegin

konservatif nitelikte olabilir.

Bulusun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3D3 antikoru,
asagida gosterilen formiiliin s6z konusu oldugu bir hafif zincir

degisken bolgesine sahip olabilir:

DIVMTQSPX 4, SLAYSXa,GXasXasXas TXasNCKSSQSLLNSNFQKNFLAWYQQKP
GQX4;PKLLIYFASTRESSX1,PDRFX :eGSGSGTDFTLTISSX10QAEDX 411AX 12 YXa1:CQ
QHYSTPLTFGXauGTKLEXusK (SEKANS KOD NO.: 175);

burada X,;, 6rnegin D ya da S olabilir;

burada X,,, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak L ya da I olabilir;

burada X5, 6rnegin E ya da Q olabilir;

burada X4, Ornegin bir bazik amino asit ya da daha oncelikli
olarak R ya da K olabilir;

burada X,s, 6rnegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak A ya da V olabilir;

burada X,¢, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha

oncelikli olarak I ya da M olabilir;
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burada X, 6rnegin P ya da S olabilir;

burada X,g, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak V ya da I olabilir;

burada X0, Ornegin S ya da I olabilir;

burada X4, Omegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak L ya da V olabilir;

burada X,;;, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
Oncelikli olarak V ya da L olabilir;

burada X, ,, 6rnegin V ya da D olabilir;

burada X,;;, Omegin bir aromatik amino asit ya da daha
oncelikli olarak Y ya da F olabilir;

burada X, 4, 6rnegin Q ya da A olabilir; ve

burada X5, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha

oncelikli olarak I ya da L olabilir.

Bulusun daha da somut bir yapisina gore, hiimanize 3D3 antikoru,
asagida gosterilen formiiliin s6z konusu oldugu bir hafif zincir

degisken bodlgesine sahip olabilir:

DIVMTQSPX,; SLAVS X 5,GX 43X s Xas TX sNCKSSQSLLNSNFQKNFLAWYQQKP
GQX.;PKLLIYFASTRESSX.sPDRFX.sGSGSGTDFTLTISSXareQAEDX 11 AX.2 Y X41:CQQ
HYSTPLTFGX1.GTKLEX 15K (SEKANS KOD NO.: ]76);

burada X,;, 6rnegin D ya da S olabilir;
burada X,;, 0rnegin L ya da I olabilir;

burada X,;, 6rnegin E ya da Q olabilir;
burada X4, 6rnegin R ya da K olabilir;
burada X,s, 6rnegin A ya da V olabilir;

burada X, 6rnegin I ya da M olabilir;
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burada X,;, 6rnegin P ya da S olabilir;
burada Xz, 6rnegin V ya da I olabilir;
burada X4, 6rnegin S ya da I olabilir;
burada X, ,, 0rnegin L ya da V olabilir;
burada X, 0rmegin V ya da L olabilir;
burada X, 5, 6rnegin V ya da D olabilir;
burada X,;3, 6rnegin Y ya da F olabilir;
burada X4, 6rnegin Q ya da A olabilir; ve

burada X,s, 6rnegin I ya da L olabilir.

Bu bulusa gore, hiimanize 3D3 antikoru, asagida gosterilen formiiliin

s0z konusu oldugu bir agir zincir degisken bolgesine sahip olabilir:

EVQLXQSXAEXXXPGASVXXSCKASGYIFTDYEIHWVX
QXPXXGLEWXGVIDPETGNTAFNQKFKGXXTXTADXS

XSTAYMELSSLTSEDXAVYYCMGYSDYWGQGTXXTVS
S (SEKANS KOD NO.: 177);

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS KOD
NO.: 18'de gosterilen polipeptiddeki miitckabil amino asitten farkli bir
amino asit olup bir (konservatif olan veya konservatif olmayan) amino
asit ikamesini teskil etmektedir. Bu amino asit ikamesi Ornegin

konservatif nitelikte olabilir.

Bulusun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3D3 antikoru,
asagida gosterilen formiliin sdz konusu oldugu bir agir zincir

degisken bolgesine sahip olabilir:
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EVOLXg1Q5XaAEX3Xpi XesP GASVXpeXgrSCKASGYIFTDYEIHWV X s QX goP X g1
oXp11GLEWX 5, GVIDPETGNTAFNQKFKGX g 3Xg14 TXp15 TADXg 158X ;STAYMELSSLTS

EDXps AVYYCMGYSDYWGQGT Xp1aXezo TVSS (SEKANS KOD NO.: ]78);

burada Xg,, 6rnegin V ya da Q olabilir;

burada Xg,, 6rnegin G ya da V olabilir;

burada Xg;, Ormegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak V ya da L olabilir;

burada Xg,, 6rnegin K ya da V olabilir;

burada Xp;, drnegin bir bazik amino asit ya da daha oncelikli
olarak K ya da R olabilir;

burada Xgs, 6rnegin K ya da T olabilir;

burada Xg,;, Omnegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak V ya da L olabilir;

burada Xgg, 6rnegin bir bazik amino asit ya da daha oncelikli
olarak R ya da K olabilir;

burada Xge, Ornegin A va da T olabilir;

burada Xgq, 0rnegin G ya da V olabilir;

burada Xp,;, 0rmegin Q ya da H olabilir;

burada Xgi,, O0megin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak M ya da I olabilir;

burada Xg3;, 6rnegin bir bazik amino asit ya da daha oncelikli
olarak R ya da K olabilir;

burada Xgi4, Omegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak V ya da A olabilir;

burada Xgi5, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak I ya da L olabilir;

burada Xg1¢, 0rnegin T ya da I olabilir;
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burada Xg7, drnegin bir notr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak T ya da S olabilir;

burada Xgg, Ornegin bir nétr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak T ya da S olabilir;

burada Xg;o, 0rnegin L ya da T olabilir; ve

burada Xg,y, Ornegin bir hidrofobik amino asit yva da daha

oncelikli olarak V ya da L olabilir.

Bulusun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3D3 antikoru,
asagida gosterilen formiiliin s6z konusu oldugu bir agir zincir

degisken bolgesine sahip olabilir:

EVQLX,1 QSXzAEX 3 X0 XosPCAS VX 165X 57 SCKASGYIFTDYEIHWV X,6QX05P X110
K11 GLEWX,1; GVIDPETGNTAFNQKFKGXp13Xp14 T Xo15 TADX 165 Xp17STAYMELSSLTSE

DXp1:AVYYCMGYSDYWGQGTXeXi20 TVSS (SEKANS KOD NO.: 179);

burada X,,;, 6rnegin V ya da Q olabilir;
burada X,,,, 6rnegin G ya da V olabilir;
burada X,,;, 0rmegin V ya da L olabilir;
burada X4, 0rnegin K ya da V olabilir;
burada X;, 6rnegin K ya da R olabilir;
burada Xy, 0rnegin K ya da T olabilir;
burada X7, 6rnegin V ya da L olabilir;
burada X3, 0rnegin R ya da K olabilir;
burada Xy, 6regin A ya da T olabilir;
burada X9, 6rnegin G ya da V olabilir;
burada Xy, |, 6rnegin Q ya da H olabilir;

burada X5, 6rnegin M ya da 1 olabilir;



10

15

20

25

95

burada Xy,3, drnegin R ya da K olabilir;
burada X, 4, 6rnegin V ya da A olabilir;
burada X, 5, 6rnegin I ya da L olabilir;
burada X4, 0rnegin T ya da I olabilir;
burada Xy, 6rnegin T ya da S olabilir;
burada X5, 6rnegin T ya da S olabilir;
burada X9, 6rnegin L ya da T olabilir; ve

burada X, 6rnegin V ya da L olabilir.

Bu bulusa gore, hiimanize 3C4 antikoru, asagida gosterilen formiiliin

s0z konusu oldugu bir hafif zincir degisken bolgesine sahip olabilir:

DIVMXQSPSSXXASXGXRVTITCKASQDIHNFLNWFQQ
KPGKXPKTLIFRANRLVDGVPSRFSGSGSGXDYXLTISSL
XXEDXXXYSCLQYDEIPLTFGXGTKLEXX  (SEKANS
KOD NO.: 180);

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS KOD
NO.: 24'te gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino asitten farkli bir
amino asit olup bir (konservatif olan veya konservatif olmayan) amino
asit ikamesinmi teskil etmektedir. Bu amino asit ikamesi Ornegin

konservatif nitelikte olabilir.

Bulusun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3C4 antikoru,
asagida gosterilen formiiliin s6z konusu oldugu bir hafif zincir

degisken bélgesine sahip olabilir:



10

15

20

25

96

DIVMXc1QSPSSX ;X csASXcx GXesRVTITCKASQDIHNFLNWF QQKPGKXcsPKT
LIFRANRLVDGVPSRFSGSGSGXcrDYXcsl TISSLXcoXeroEDXcr1 XeraXes YSCLQYDEIP
LTFGXcuGTKLEXcisXers ( SEKANS KOD NO.: 181);

burada X¢;, 0rmegin bir notr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak T ya da S olabilir;

burada X¢;, 6rnegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak L ya da M olabilir;

burada X3, 6rmegin S ya da Y olabilir;

burada X4, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak V ya da L olabilir;

burada X¢s, 6rnegin an asidik amino asit ya da daha 6ncelikli
olarak D ya da E olabilir;

burada X, 6rnegin A ya da S olabilir;

burada X7, 0rnegin T ya da Q olabilir;

burada Xcg, Ornegin bir ndtr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak T ya da S olabilir;

burada X, 6rnegin Q ya da E olabilir;

burada X¢, 6rnegin P ya da F olabilir;

burada X¢ |, 6rnegin F ya da L olabilir;

burada X, 6rnegin A ya da G olabilir;

burada X¢3, rnegin T ya da I olabilir;

burada Xc4, 6rnegin Q ya da A olabilir;

burada X¢5, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak I ya da L olabilir; ve

burada X6, Ornegin bir bazik amino asit ya da daha oncelikli

olarak K ya da R olabilir.



10

15

20

25

97

Bulusun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3C4 antikoru,
asagida gosterilen formiiliin s6z konusu oldugu bir hafif zincir

degisken bolgesine sahip olabilir:

DIVMX,;QSPSSX X A8 X0 GX s RVTITCKAS QDIHNFLNWFQQKPGK X sPKTLI
FRANRLVDGVPSRFSGSGSGXc7DYX oL TISSLXoXc10EDX 11 Xer2Xe13YSCLQYDEIPLTF

GXGTKLEX1sXes (SEKANS KOD NO.: 182);

burada X, 6rmegin T ya da S olabilir;
burada X,, 6rmegin L ya da M olabilir;
burada X3, 6rnegin S ya da Y olabilir;
burada X4, 0rnegin V ya da L olabilir;
burada X5, 6rnegin D ya da E olabilir;
burada X, 6rnegin A ya da S olabilir;
burada X7, 6rnegin T ya da Q olabilir;
burada X5, 6rnegin T ya da S olabilir;
burada X, 6rnegin Q ya da E olabilir;
burada X, o, 6rnegin P ya da F olabilir;
burada X, 6rnegin F ya da L olabilir;
burada X5, 0rnegin A ya da G olabilir;
burada X3, drmegin T ya da [ olabilir;
burada X, 4, 6rnegin Q ya da A olabilir;
burada X, s, 6rnegin I ya da L olabilir; ve

burada X, s, 0rnegin K ya da R olabilir.

Bu bulusa gore, hiimanize 3C4 antikoru, agagida gosterilen formiiliin

s0z konusu oldugu bir agir zincir degisken bodlgesine sahip olabilir:
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EVQLQESGPXLVKPSQXLSLTCTVXGFSITSGYGWHWI
RQXPGXXLEWXGYINYDGHNDYNPSLKSRXXIXQDTSK
NQFXLXLXSVTXXDTAXYYCASSYDGLFAYWGQGTLV
TVSX (SEKANS KOD NO.: 183);

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS KOD
NO.: 26'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino asitten farkli bir
amino asit olup bir (konservatif olan veya konservatif olmayan) amino
asit ikamesimi teskil etmektedir. Bu amino asit ikamesi Ornegin

konservatif nitelikte olabilir.

Bulugsun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3C4 antikoru,
asagida gosterilen formiliin s6z konusu oldugu bir agir zincir

degisken boélgesine sahip olabilir:

EVQLQESGPXp,LVKPSQXp,LSLTCTVX:GFSITSGYGWHWIRQX 04 PG XpsXosl
EWXo; GYINYDGHNDYNPSLKSRX 05X ps! Xp10 QD TSKNQOF X1 L X 1oL X 0135V T X012 Xp1sD

TAXp16Y YCASSYDGLFAYWGQGTLVTVSXor (SEKANS KOD NO.: 184);

burada Xp;, 6rmegin G ya da D olabilir;

burada Xp;, 6rnegin bir ndtr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak T ya da S olabilir;

burada Xps, 6rnegin bir nétr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak S ya da T olabilir;

burada Xp4, 6rnegin H ya da F olabilir;

burada Xps, 6rnegin K ya da N olabilir;

burada Xpg, drnegin G ya da K olabilir;
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burada Xp;, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak I ya da M olabilir;
burada Xpg, Ornegin bir hidrofobik amino asit ya da daha
oncelikli olarak V ya da I olabilir;
5 burada Xpy, Ormegin bir notr hidrofilik amino asit ya da daha

oncelikli olarak T ya da S olabilir;
burada Xpg, 0rnegin bir nétr hidrofilik amino asit ya da daha
oncelikli olarak S ya da T olabilir;
burada Xpi;, 6rnegin bir notr hidrofilik amino asit ya da daha

10 oncelikli olarak S ya da F olabilir;
burada Xp),, 6megin bir bazik amino asit ya da daha éncelikli
olarak K ya da Q olabilir;
burada Xp 3, 6rnegin S ya da N olabilir;
burada Xp4, 6rnegin A ya da T olabilir;

15 burada Xps, 6rmegin A ya da E olabilir;
burada Xp e, Ornegin V yada T; ve
burada Xp;7, herhangi bir amino asit ya da A olabilir ya da

mevcut olmayabilir.

20 Bulusun daha somut bir yapisina gore, hiimanize 3C4 antikoru,
asagida gosterilen formiiliin s6z konusu oldugu bir agir zincir

degisken bolgesine sahip olabilir:

EVQLQESGPX 4 LVKPSQX LSLTCTVX 2GFSITSGYGWHWIRQX1:PGX5X sl E
WX7GYINYDGHNDYNPSLKSRX e X ol X10QDTSKNQF X1 LX 1L X155V T X1 X 515D TAX

xsY YCASSYDGLFAYWGQGTLVTVSX,, (SEKANS KOD NO.: 185);
25

burada Xy, ornegin G ya da D olabilir;
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burada X, ornegin T ya da S olabilir;
burada Xgy;, 6rnegin S ya da T olabilir;
burada X4, 0Ornegin H ya da F olabilir;
burada X5, 6rnegin K ya da N olabilir;
burada Xy, 6rnegin G ya da K olabilir;
burada X7, 6rnegin [ ya da M olabilir;
burada Xgs, 6rnegin V ya da I olabilir;
burada X9, 0rnegin T ya da S olabilir;
burada X9, 0rnegin S ya da T olabilir;
burada Xg;,, 6rnegin S ya da F olabilir;
burada Xy;,, 0rnegin K ya da Q olabilir;
burada Xz, 6rnegin S ya da N olabilir;
burada Xg4, 6rnegin A ya da T olabilir;
burada X5, 6rnegin A ya da E olabilir;
burada Xg,6, 6rnegin V ya da T olabilir; ve

burada Xy,7, A olabilir ya da mevcut olmayabilir.

Yukarida belirtilenlere bagli olarak, burada, bobrek ile iliskili antijen
I'e (KAAG1) spesifik baglanma kabiliyetine sahip olan ve SEKANS
KOD NO.: 16 ile en az %70 oraninda dzdes bir hafif zincir degisken
bolgesine ve/veya SEKANS KOD NO.: 18 ile en az %70 oraninda
ozdes bir agir zincir degisken bolgesine sahip olabilecek olan bir
antikor veya boyle bir antikorun bir antijen-baglanma fragmani
aciklanmaktadir. Bahsi gegen antikor veya onun antijen-baglanma
tragmani, SEKANS KOD NO.: 16 veya SEKANS KOD NO.: 18'e

kiyasla en az bir adet amino asit ikamesi de igerebilir.
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Burada ayrica, SEKANS KOD NO.: 24 ile en az %70 oraninda 6zdes
bir hafif zincir degisken bélgesine ve/veya SEKANS KOD NO.: 26 ile
en az %70 oraninda 6zdes bir agir zincir degisken bolgesine sahip
olabilecek olan bir antikor veya bdyle bir antikorun bir antijen-
baglanma fragmam da acgiklanmaktadir. Bahsi gecen antikor veya
onun antijen-baglanma fragmani, SEKANS KOD NO.:. 24 veya
SEKANS KOD NO.: 26'ya kiyasla en az bir adet amino asit ikamesi

de igerebilir.

Bu bulus, bagka bir yapisinda, SEKANS KOD NO.: 48 ile en az %70
oraninda 6zdes bir hafif zincir degisken bolgesine ve/veya SEKANS
KOD NO.: 46 ile en az %70 oraninda 6zdes bir agir zincir degisken
bélgesine sahip olabilecek olan, bu bulusa gore kullanima uygun bir
antikor veya antijen-baglanma fragmani da ortaya koyar. Bahsi gecen
antikor veya onun antijen-baglanma fragmani, SEKANS KOD NO.:
48 veya SEKANS KOD NO.: 46'ya kiyasla en az bir adet amino asit

ikamesi de igerebilir,

Bu bulusun bir yapisina goére, séz konusu amino asit ikamesi, bir
tamamlayicilik belirleme bdlgesinin (CDR) disinda yer alir. Bu gibi
bir amino asit sekansina sahip olan bir antikor veya antijen-baglanma
fragmani, Omegin bir hiimanize antikor veya antijen-baglanma

fragmami olabilir.

Burada kullanildigi anlamiyla "birden yirmi bese kadar” terimi, ilgili
sinir degerler iginde kalan her tekil degeri ve deger araligini, érnegin
1, 2, 3'i ve 25'e varana kadar her bir tekil degeri; 1 1la 25, 1 1la 24, 1
la23, 11la22, 111a21, 111420, 11ila19; 111a 18; 1ila 17; 1 ila 16; 1
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ila 15 ve benzeri deger araliklarini; 2 114 25, 2 113 24, 2 ila 23, 2 ila 22,
2 1la 21, 2 ila 20; 2 1la 19; 2 ila 18; 2 ila 17 ve benzeri deger
araliklarina; 3 114 25, 3114 24, 3114 23, 3114 22, 3114 21, 3114 20; 3 114
19; 3 114 18 ve benzeri deger araliklarini; 4 114 25, 4 114 24, 4 114 23, 4
ila 22, 4114 21, 4114 20; 4 114 19; 4 114 18; 4 114 17; 4 ila 16 ve benzeri
deger araliklarim; 5 i1a 25, 5114 24, 5114 23, 5114 22, 5114 21, 5 ila 20,
5114 19; 5114 18; 5 114 17 ve benzeri deger araliklarini ve benzeri diger

deger araliklarini igine alan bir kapsama sahiptir.

Burada kullanildig1 anlamiyla "birden yirmi tice kadar" terimi, ilgili
sinir degerler icinde kalan her tekil degen ve deger aralifini, drnegin
1, 2, 3'i ve 23'e varana kadar her bir tekil degeri; 1 114 23, 1 114 22, 1
ila21,11a20,11i1a19; 1114 18; 11la 17; 1 ild 16; 1 il 15 ve benzeri
deger araliklarini; 2 114 23, 2114 22, 2 114 21, 2 114 20; 2 114 19; 2 il4 18;
2 114 17 ve benzeri deger araliklari; 3 114 23, 3 114 22, 3 114 21, 3 114
20; 3 114 19; 3 114 18 ve benzeri deger araliklarini; 4 11a 23, 4 114 22, 4
114 21, 4 114 20; 4 114 19; 4 114 18; 4 114 17; 4 114 16 ve benzeri deger
araliklarini; 5114 25, 5 ila 24, 51142 23, 51la 22, 5114 21, 5114 20; 5 ila
19; 5 1la 18; 5 ilda 17 ve benzeri deger araliklarini ve benzeri diger

deger araliklarini icine alan bir kapsama sahiptir.

Burada kullanildigi anlamiyla "birden yirmiye kadar" terimi, ilgili
sinir degerler icinde kalan her tekil degeri ve deger araliini, 6rnegin
1, 2, 3" ve 20'ye varana kadar her bir tekil degeri; 1 ila 20; 1 114 19; 1
ila 18; 1114 17; 1 1la 16; 1 ila 15 ve benzeri deger araliklarini; 2 ila 20;
2114 19; 2 11a 18; 2 114 17 ve benzeri deger araliklarini; 3 114 20; 3 1la
19; 3 1la 18 ve benzeri deger araliklarini; 4 114 20; 4 114 19; 4 114 18; 4
11a 17; 4 112 16 ve benzeri deger araliklarmi; 5 114 20; 5114 19; 5114 18§;
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5 ila 17 ve benzeri deger araliklarini ve benzeri diger deger araliklarini

icine alan bir kapsama sahiptir.

"Birden on bese kadar” terimi de benzer sekilde, ilgili sinir degerler
icinde kalan her tekil degeri ve deger araligini, 6émegin 1, 2, 3" ve
15'e varana kadar her bir tekil deger1; 1 11a 15; 1114 14; 1118 13; 1 1la
12; 1114 11; 1 ila 10 ve benzeri deger araliklarini; 2 1la 15; 2 ila 14; 2
ila 13; 2 1la 12 ve benzeri deger araliklarini; 3 11 15; 3 1la 14; 3 114 13
ve benzeri deger aralhiklarini; 4 114 15; 4 114 14; 411a 13; 4 114 12; 4 114
11 ve benzeri deger araliklarimi; S 114 15; 51la 14; 511a 13; 5114 12 ve
benzeri deger araliklarin1 ve benzeri diger deger araliklarini i¢ine alan

bir kapsama sahiptir.

"Birden on bire kadar" terimi de benzer sekilde, ilgili sinr degerler
icinde kalan her tekil degeri ve deger araligini, 6rnegin 1, 2, 3'i ve
11'e varana kadar her bir tekil degeri; 111a 11; 1114 10, 1112 9, 1 114 8,
1114 7, ve benzeri deger araliklarini; 2 114 11; 2114 10; 2114 9; 2 114 8
ve benzeri deger araliklarini; 3 114 11; 3 ila 10; 3 ila 9 ve benzeri deger
araliklarmi; 4 1la 11; 4 i1d 10; 4 114 9; 4 ila 8; 4 114 7 ve benzeri deger
araliklarimi; 5 1la 11; 5 ila 10; 5 1ld 9; 5 1la 8 ve benzeri deger
araliklarmi ve benzeri diger deger araliklarini i¢ine alan bir kapsama

sahiptir.

Bulusun daha somut bir yapisinda, SEKANS KOD NO.: 16'den eclde
edilen bir hiimanize hafif zincir degisken bdélgesinde yer alabilecek
olan amino asit ikamelerinin sayisi, 6rnegin 1 ile 15 aras: bir degerde

olabilir.
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Bulusun yine daha somut bir yapisinda, SEKANS KOD NO.: 18'den
clde edilen bir hiimanize agir zincir degisken bdlgesinde yer
alabilecek olan amino asit ikamelerinin sayisi, 6rnegin 1 ile 20 arasi
bir degerde olabilir. Bazi durumlarda, SEKANS KOD NO.: 18'in bir
hiimanize versiyonunun iizerinde duruluyorsa bu hiimanize sekansta

en az Ui¢ adet amino asit ikamesi bulunmasi faydali olabilir,

Bulusun daha da somut bir yapisinda, SEKANS KOD NO.: 24'ten
elde edilen bir hiimanize hafif zincir degisken bolgesinde yer
alabilecek olan amino asit ikamelerinin sayisi, 6rnegin 1 ile 16 arasi

bir degerde olabilir.

Bulusun yine daha da somut bir yapisinda, SEKANS KOD NO.:
26'dan elde edilen bir hilmanize agir zincir degisken bdlgesinde yer
alabilecek olan amino asit ikamelerinin sayisi, 6rmegin 1 ile 17 arasi

bir degerde olabilir.

Bulusun daha da somut bir yapisinda, SEKANS KOD NO.: 48'den
elde edilen bir hiimanize hafif zincir degisken bdlgesinde yer
alabilecek olan amino asit ikamelerinin sayisi, 6rnegin 1 ile 11 arasi

bir degerde olabilir.

Bulusun yine daha da somut bir yapisinda, SEKANS KOD NO.:
46'dan elde edilen bir hiimanize agir zincir degisken bdlgesinde yer
alabilecek olan amino asit ikamelerinin sayisi, 6érnegin 1 ile 23 arasi

bir degerde olabilir.
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Bu bulusun bir yapisina gore, hafif zincir degisken bolgesinde dérnegin

bir ile yirmi aras1 bir sayida amino asit ikamesi yer alabilir.

Bu bulusun bir yapisina gére, agir zincir degisken bolgesinde drnegin

bir ile yirmi aras1 bir sayida amino asit ikamesi yer alabilir.

Dolayisiyla, bir hiimanize antikor veya antijen-baglanma fragmaninda,
SEKANS KOD NO.: 16 veya SEKANS KOD NO.: 24'¢ kiyasla
yirmiye varan saylda amino asit ikamesinin yer aldig1 bir hafif zincir
degisken bolgesi bulunabilir ve SEKANS KOD NO.: 18 veya
SEKANS KOD NO.: 26'ya kiyasla yirmiye varan sayida amino asit
ikamesinin yer aldign bir agir zincir degisken bdlgesi bulunabilir.
Dolayisiyla, bir hiimanize antikor veya antijen-baglanma fragmaninda,
SEKANS KOD NO.: 48'e kiyasla yirmi bese varan sayida amino asit
ikamesinin yer aldig1 bir hafif zincir degisken bélgesi bulunabilir ve
SEKANS KOD NO.: 46'ya kiyasla yirmi bese varan sayida amino asit

ikamesinin yer aldig1 bir agir zincir degisken bolgesi bulunabilir.

Hiimanize antikor veya antijen-baglanma fragmaninda iki hafif zincir
degisken bolgesi ile 1ki agir zincir degisken bolgesinin bulundugu
durumda, s6z konusu hafif zincir degisken bolgelerinden en az birinde
digerinden bagimsiz olarak yirmi bes, yirmi dort, yirmi ii¢, yirmi iki,
yirmi bir, yirmi, on dokuz, on sekiz, on yedi, on alt1, on bes, on dort,
on ii¢, on iki, on bir, on, dokuz, sekiz, yedi, alt1, bes, dort, Gg, iki veya
bir adet amino asit ikamesi yer alabilecegi ve s6z konusu agir zincir
degigsken boélgelerinden en az birinde digerinden bagimsiz olarak yirmi
bes, yirmi dort, yirmi Ug, yirmi iki, yirmi bir, yirmi, on dokuz, on

sekiz, on yedi, on alti, on bes, on dort, on g, on iki, on bir, on, dokuz,
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sekiz, vedi, alt1, bes, dort, li¢, iki veya bir adet amino asit ikamesi yer

alabilecegi anlasilacaktir.

Burada tartisildig1 gibi, amino asit ikameleri konservatif olabilir veya
olmayabilirler. Bulusun 6rnek niteligindeki bir yapisinda, amino asit

ikamelen konservatif nitelikte olabilir.

Burada agiklanan hiimanize antikor veya antijen-baglanma
fragmaninda ayrica SEKANS KOD NO.: 16, SEKANS KOD NO.: 18,
SEKANS KOD NO.: 189, SEKANS KOD NO.: 190, SEKANS KOD
NO.: 194, SEKANS KOD NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196,
SEKANS KOD NO.: 197, SEKANS KOD NO.: 24 ve/veya SEKANS
KOD NO.: 26'ya kiyasla bir silmenin s6z konusu oldugu bir hafif
zincir degisken bolgesi ve/veya agir zincir degisken bdolgesi
bulunmasmin da mimkiin oldugu anlagilacaktir. Bu bulusa gore
kullamima uygun hiimanize antikor veya antijen-baglanma
fragmaninda ayrica SEKANS KOD NO.: 189, SEKANS KOD NO.:
190, SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS KOD NO.: 195, SEKANS
KOD NO.: 196 ve/veya SEKANS KOD NO.: 197'ye kiyasla bir
silmenin s6z konusu oldugu bir hafif zincir degisken bdlgesi ve/veya
agir zincir degisken bdlgesi bulunmasimim da miimkiin oldugu
anlagilacaktir. Bu silme, Oregin hafif zincir degisken bélgesinin
ve/veya agir zincir degisken bolgesinin amino veya karboksi

terminalinde bulunabilir.

Bu bulusa goére kullamma uygun hiimanize antikor veya antijen-
baglanma fragmanina iligkin 6rek niteligindeki bir diger bulus

yapisinda, drmegin, SEKANS KOD NO.: 186, SEKANS KOD NO.:
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187, SEKANS KOD NO.: 188, SEKANS KOD NO.: 189 ve
SEKANS KOD NO.: 190'dan herhangi birinin en az 90 adet ardisik
dizili amino asidinin yer almasinin miimkiin oldugu bir hafif zincir
degisken bolgesine sahip olan bir antikor veya antijen-baglanma

tragmam s6z konusudur.

Burada kullanildigi anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 186'nin en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
07, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111
veya en az 112 adet ardisik dizili amino asit”" terimlerini de icine alan
bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.: 186'in en az 90 adet
ardigik dizili amino asidi" terimi, SEKANS KOD NQ.: 186'da bulunan
en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana gelen olasi her tiirli
sckansi ve Ozellikle de SEKANS KOD NO.: 186'nin 3 CDR'sini
iceren sekanslart, dregin SEKANS KOD NO.: 186'"un 6 ila 108, 5 ila
109, 13 114 103, 14 il 111 numarali veya benzeri baska amino

asitlerini igeren bir sekansi i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Burada kullanildigi anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 187'nin en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111
veya en az 112 adet ardisik dizili amino asit” terimlerini de icine alan
bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.: 187'nin en az 90 adet
ardisik dizili amino asidi" terimi, SEKANS KOD NO.: 187'de bulunan
en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana gelen olast her tiirlii
sekanst ve Ozellikle de SEKANS KOD NO.: 187'nin 3 CDR'sini
iceren sekanslari, 6rnegin SEKANS KOD NO.: 187in 7 ila 109, 12
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ila 104, 22 ila 113, 18 i1l 112 numarali veya benzeri baska amino

asitlerini igeren bir sekansi icine alan bir kapsama sahiptir.

"SEKANS KOD NO.: 188'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi",
"SEKANS KOD NO.: 189'un en az 90 adet ardisik dizili amino asidi"
veya "SEKANS KOD NO.: 190'm en az 90 adet ardisik dizili amino

asidi” terimi de benzer bir anlama sahiptir.

Bu bulusa gore, bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma
fragmamnda Omegin  SEKANS KOD NO.: 189 veya 190'da
gosterildigi gibi olan bir hafif zincir degisken bolgesi bulunabilir.

Bu bulusa gore kullanima uygun hiimanize antikor veya antijen-
baglanma fragmani, érnegin SEKANS KOD NO.: 191, 192, 193, 194,
195, 196 ve 197'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino
asidinin yer almasinin miimkiin oldugu bir agir zincir degisken bolgesi

igerir (veya boyle bir agir zincir deisken bolgest de 1gerir).

Burada kullanildigir anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 191'in en az 90
adet ardisik dizili amino asidi” terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98,99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115 veya en az 116 adet ardisik dizili amino asit"
terimlerini de i¢ine alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.:
191'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi" terimi, SEKANS KOD
NO.: 191'de bulunan en az 90 adet ardisik dizili amino asitten
meydana gelen olast her tiirli sekans1 ve ézellikle de SEKANS KOD
NO.: 191'in 3 CDR'sini iceren sekanslari, drnegin SEKANS KOD
NO.: 191'in 1 114 106, 2 114 112, 11 114 113, 7 114 102 numarali veya
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benzeri baska amino asitlerini iceren bir sekansi icine alan bir

kapsama sahiptir.

Burada kullanildig1 anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 192'nin en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97,98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115 veya en az 116 adet ardisik dizili amino asit"
terimlerini de igine alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.:
192'nin en az 90 adet ardisik dizili amino asidi” terimi, SEKANS
KOD NO.: 192'de bulunan en az 90 adet ardisik dizili amino asitten
meydana gelen olasi her tiirlti sekansi ve ozellikle de SEKANS KOD
NO.: 192'nin 3 CDR'sini iceren sekanslar, dmegin SEKANS KOD
NO.: 192'nin 6 ild 109, 8 114 113, 1 ila 102, 2 ila 105 numarali veya
benzeri bagka amino asitlerini igeren bir sekansi i¢ine alan bir

kapsama sahiptir.

"SEKANS KOD NO.: 193in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi",
"SEKANS KOD NO.: 194'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi",
"SEKANS KOD NO.: 195'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi",
"SEKANS KOD NO.: 196'"n en az 90 adet ardisik dizili amino asidi"
veya "SEKANS KOD NO.: 197'in en az 90 adet ardisik dizili amino

asidi" terimi de benzer bir anlama sahiptir.

Bu bulusa gore, bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma
tragmaninda 6rnegin SEKANS KOD NO.: 194, 195, 196 veya 197'de
gosterildigl gibi olan bir agir zincir degisken boélgesi bulunabilir.

Bu bulugsa gore, antikor veya antijen-baglanma fragmani Ornegin

asagida belirtilenleri icerebilir:
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a) SEKANS KOD NO.: 186'min en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini i¢erebilecek olan bir hafif zincir degisken bdlgesi
ve SEKANS KOD NO.: 191, SEKANS KOD NO.: 192,
SEKANS KOD NO.: 193, SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS
KOD NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196 ve SEKANS KOD
NO.: 197'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino
asidini i¢erebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;

b) SEKANS KOD NO.: 187'nin en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini igerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesi
ve SEKANS KOD NO.: 191, SEKANS KOD NO.: 192,
SEKANS KOD NO.: 193, SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS
KOD NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196 ve SEKANS KOD
NO.: 197'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino
asidini i¢erebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;

¢) SEKANS KOD NO.: 1884 en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini icerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesi
ve SEKANS KOD NO.: 191, SEKANS KOD NO.: 192,
SEKANS KOD NO.: 193, SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS
KOD NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196 ve SEKANS KOD
NO.: 197'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino
asidini i¢cerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;

d) SEKANS KOD NO.: 189'un en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini icerebilecek olan bir hafif zincir degisken boélgesi
ve SEKANS KOD NO.: 191, SEKANS KOD NO.: 192,
SEKANS KOD NO.: 193, SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS
KOD NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196 ve SEKANS KOD
NO.: 197'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino

asidini i¢erebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi; veya
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e) SEKANS KOD NO.: 190'n en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini i¢erebilecek olan bir hafif zincir degisken bdlgesi
ve SEKANS KOD NO.: 191, SEKANS KOD NO.: 192,
SEKANS KOD NO.: 193, SEKANS KOD NO.: 194, SEKANS
KOD NO.: 195, SEKANS KOD NO.: 196 ve SEKANS KOD
NO.: 197'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino

asidini icerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi.

Bu bulusun daha somut bir yapisinda gore, hafif zincir degisken
boélgesi, SEKANS KOD NO.: 189 veya 190'n en az 90 adet ardisik
dizili amino asidini igerebilir ve a@ir zincir degisken bdlgesi,
SEKANS KOD NO.: 194, 195, 196 veya 197'nin en az 90 adet ardisik

dizili amino asidini igerebilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 194'te gisterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 195'te gosterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina goére, hafitf zincir degisken
bdlgesi, SEKANS KOD NO.: 189'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 196'da gosterildigi gibi

olabilir.
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Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafif zincir degisken
bélgesi, SEKANS KOD NO.: 189'da gdsterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 197'de gosterildig1 gibi

olabilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bdlgesi, SEKANS KOD NO.: 194'te gosterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 195'te gosterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafit zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 196'da gosterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hatif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 190'da gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 197'de gosterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusa konu olan hiimanize antikor veya antijen-baglanma
fragmaninin bir diger 6rnegi olarak 6rnegin SEKANS KOD NO.: 174,
SEKANS KOD NO.: 175, SEKANS KOD NO.: 176 veya SEKANS
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KOD NO.: 168in en az 90 adet ardisik dizili amino asidini
icerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesinin yer aldigi bir

antikor veya antijen-baglanma fragmam gosterilebilir.

Burada kullamildig1 anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 174'iin en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112 veya en az 113 adet ardisik dizili amino asit" terimlerini de i¢ine
alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.: 174'ln en az 90 adet
ardisik dizili amino asidi” terimi, SEKANS KOD NO.: 174'te bulunan
en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana gelen olasi her tiirlii
sekansi ve 6zellikle de SEKANS KOD NO.: 174'iin 3 CDR'sini i¢eren
sckanslari, érnegin SEKANS KOD NO.: 174%n 6 ila 108, 5 ila 109,
13 ila 103, 14 ila 111 numarali veya benzeri bagka amino asitlerini

iceren bir sekansi i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Burada kullamldig1r anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 175" en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112 veya en az 113 adet ardisik dizili amino asit" terimlerini de i¢ine
alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.: 175'n en az 90 adet
ardisik dizili amino asidi" terimi, SEKANS KOD NO.: 175'te bulunan
en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana gelen olas: her tiirlii
sckansi ve 6zellikle de SEKANS KOD NO.: 175'in 3 CDR'sini igeren
sekanslari, 6rnegin SEKANS KOD NO.: 175'in 7 ila 109, 12 ila 104,
22 114 113, 18 ild 112 numarall veya benzeri baska amino asitlerini

iceren bir sekansi i¢ine alan bir kapsama sahiptir.
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"SEKANS KOD NO.: 176in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi”
veya "SEKANS KOD NO.: 168'in en az 90 adet ardisik dizili amino

asidi" terimi de benzer bir anlama sahiptir.

Bu bulusa gore, bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma
fragmaninda ornegin SEKANS KOD NO.: 168'de gosterildigi gibi

olan bir hafif zincir degisken bélgesi bulunabilir.

Bu bulusa konu olan hiimanize antikor veya antijen-baglanma
fragmam, 6megin SEKANS KOD NO.: 177, 178, 179 ve 169'dan
herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino asidinin yer
almasinin miimkiin oldugu bir agir zincir degisken bélgesi igerir (veya

bdyle bir agir zincir degisken bdlgesi de igerir).

Burada kullanildigi anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 177'nin en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112 veya en az 113 adet ardisik dizili amino asit" terimlerini de igine
alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.: 177'nin en az 90 adet
ardisik dizili amino asidi" terimi, SEKANS KOD NO.: 177'de bulunan
en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana gelen olasi her tiirlii
sekanst ve Ozellikle de SEKANS KOD NO.: 177nin 3 CDR'sini
iceren sekanslari, drnegin SEKANS KOD NO.: 177'nin 1 ila 106, 2 ila
112, 11114 113, 7 il 102 numarali veya benzeri bagka amino asitlerini

iceren bir sekansi i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Burada kullamldigi anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 178'in en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
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97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112 veya en az 113 adet ardisik dizili amino asit" terimlerini de igine
alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.: 178'in en az 90 adet
ardisik dizili amino asidi” terimi, SEKANS KOD NQO.: 178'de bulunan
en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana gelen olas1 her tiirlii
sekansi ve ozellikle de SEKANS KOD NO.: 178'in 3 CDR'sini igeren
sekanslari, 6rnegin SEKANS KOD NO.: 178'in 6 ila 109, 8 114 113, 1
ila 102, 2 114 105 numarali veya benzeri bagka amino asitlerini i¢eren

bir sckansi i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

"SEKANS KOD NO.: 179'un en az 90 adet ardisik dizili amino asidi"
veya "SEKANS KOD NO.;: 169'un en az 90 adet ardisik dizili amino

asidi" terimi de benzer bir anlama sahiptir.

Bu bulusa gore, bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma
fragmaninda ornegin SEKANS KOD NO.: 169'da gosterildigi gibi

olan bir agir zincir degisken bdlgesi bulunabilir,

Bu bulusa gore, antikor veya antijen-baglanma fragmam Ornegin

asagida belirtilenler1 i¢erebilir:

f) SEKANS KOD NO.: 174'lin en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini icerebilecek olan bir hafif zincir degisken boélgesi
ve SEKANS KOD NO.: 177, SEKANS KOD NO.: 178,
SEKANS KOD NO.: 179 ve SEKANS KOD NO.: 169'dan
herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino asidini

icerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;
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g) SEKANS KOD NO.: 175'in en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini i¢erebilecek olan bir hafif zincir degisken bdlgesi
ve SEKANS KOD NO.: 177, SEKANS KOD NO.: 178,
SEKANS KOD NO.: 179 ve SEKANS KOD NO.: 169'dan
herhangi birinin en az 90 adet ardisgtk dizili amino asidini
igerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;

h) SEKANS KOD NO.; 176'min en az 90 adet ardigik dizili
amino asidini igerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesi
ve SEKANS KOD NO.: 177, SEKANS KOD NO.: 178,
SEKANS KOD NO.: 179 ve SEKANS KOD NO.: 169'dan
herhangi birinin en az 90 adet ardigik dizili amino asidini
icerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi; veya

i) SEKANS KOD NO.: 168'in en az 90 adet ardisik dizili amino
asidini igerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesi ve
SEKANS KOD NO.: 177, SEKANS KOD NO.: 178, SEKANS
KOD NO.: 179 ve SEKANS KOD NO.: 169'dan herhangi
birinin en az 90 adet ardisik dizili amino asidini icerebilecek

olan bir agir zincir degisken bolgesi.

Bu bulusun daha somut bir yapisinda gore, hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 168'in en az 90 adet ardisik dizili amino
asidini icerebilir ve agir zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.:

169'un en az 90 adet ardisik dizili amino asidini icerebilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gére, hafif zincir degisken
bdlgesi, SEKANS KOD NO.: 168'de gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 169'da gosterildigi gibi

olabilir.
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Bu bulusa uygun hiimanize antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlari icin verilebilecek diger 6rnekler arasinda, SEKANS KOD
NO.: 180, 181, 182 ve 172'den herhangi birinin en az 90 adet ardisik
dizili amino asidini igerebilecek olan bir hafif zincir degisken
bolgesinin yer alabilecegi hiimanize antikorlar veya antijen-baglanma

fragmanlari bulunur,

Burada kullanildigir anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 180'in en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106 veya en az 107 adet
ardisik dizili amino asit" terimlerini de i¢ine alan bir kapsama sahiptir.
"SEKANS KOD NO.: 180'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi”
terimi, SEKANS KOD NO.: 180'de bulunan ¢n az 90 adet ardisik
dizili amino asitten meydana gelen olasi her tiirlii sekansi ve 6zellikle
de SEKANS KOD NO.: 180'in 3 CDR'sini i¢eren sckanslari, drnegin
SEKANS KOD NO.: 180'in 6 114 102, 11 ila 106, 1 ila 106, 3 ila 95, 5
11a 95 numarali veya benzeri bagka amino asitlerini i¢ceren bir sekansi

i¢ine alan bir kapsama sahiptir.

Burada kullanildigr anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 181'in en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
07, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106 veya en az 107 adet
ardigik dizili amino asit" terimlerini de igine alan bir kapsama sahiptir.
"SEKANS KOD NO.: 181'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi"”
terimi, SEKANS KOD NO.: 181'de bulunan ¢n az 90 adet ardigik
dizili amino asitten meydana gelen olasi her tiirlii sekanst ve 6zellikle
de SEKANS KOD NO.: 181'in 3 CDR'sini i¢eren sekanslari, drnegin
SEKANS KOD NO.: 181'in 9114 106, 10 ila 101, 1 114 98, 3 114 99, 7
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ild 107 numaral veya benzeri baska amino asitlerini iceren bir sekansi

icine alan bir kapsama sahiptir.

"SEKANS KOD NO.: 182'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi”
veya "SEKANS KOD NO.: 172'nin en az 90 adet ardigik dizili amino

asidi” terimi de benzer bir anlama sahiptir.

Bu bulusa gore, bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma
fragmaninda 6rnegin SEKANS KOD NO.: 172'de gosterildigi gibi

olan bir hafif zincir degisken bolgesi bulunabilir.

Bu bulusa konu olan hiimanize antikor veya antijen-baglanma
fragmani, Ornegin SEKANS KOD NO.: 183, 184, 185 ve 173'ten
herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino asidinin yer
almasinin miimkiin oldugu bir agir zincir degisken bdlgesi igerir (veya

boyle bir agir zincir degisken bolgesi de icerir).

Burada kullanildigir anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 183'iin en az 90
adet ardisik dizili amino asidi” terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
07, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115 veya en az 116 adet ardisik dizili amino asit"
terimlerini de i¢ine alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.:
183'lin en az 90 adet ardisik dizili amino asidi" terimi, SEKANS KOD
NO.: 183'te bulunan en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana
gelen olasi her tiirli sekansi ve ozellikle de SEKANS KOD NO.:
183'lin 3 CDR'sini iceren sekanslari, érnegin SEKANS KOD NO.:
183'tin 6 1la 111, 1 ila 106, 2 ild 104, 5 ild 106, 10 ild 107 numarah
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veva benzeri baska amino asitlerini iceren bir sekansi ig¢ine alan bir

kapsama sahiptir.

Burada kullanildigi anlamiyla "SEKANS KOD NO.: 185'in en az 90
adet ardisik dizili amino asidi" terimi, "en az 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97,98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115 veya en az 116 adet ardisik dizili amino asit"
terimlerini de igine alan bir kapsama sahiptir. "SEKANS KOD NO.:
185'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi” terimi, SEKANS KOD
NO.: 185'te bulunan en az 90 adet ardisik dizili amino asitten meydana
gelen olasi her tirli sekans1 ve ozellikle de SEKANS KOD NO.:
185'in 3 CDR'sini iceren sekanslarn, érmegin SEKANS KOD NO.:
185'in 3 ila 107, 1 114 115, 1 ila 110, 22 ild 116, 20 ila 115 numaral
veya benzeri bagka amino asitlerini igeren bir sekansi i¢ine alan bir

kapsama sahiptir.

"SEKANS KOD NO.: 184'in en az 90 adet ardisik dizili amino asidi"
veya "SEKANS KOD NO.: 173%in en az 90 adet ardisik dizili amino

asidi" terimi de benzer bir anlama sahiptir.

Bu bulusa gore, bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma
fragmaninda 6rmegin SEKANS KOD NO.: 173'te gosterildigi gibi

olan bir agir zincir degisken bdlgesi bulunabilir,

Bu bulusa gore, antikor veya antijen-baglanma fragmani &rnegin

asagida belirtilenleri icerebilir:
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a) SEKANS KOD NO.: 180'in en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini i¢erebilecek olan bir hafif zincir degisken bdlgesi
ve SEKANS KOD NO.: 183, SEKANS KOD NO.: 184,
SEKANS KOD NO.: 185 ve SEKANS KOD NO.: 173'ten
herhangi birinin en az 90 adet ardistk dizili amino asidini
igerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;

b) SEKANS KOD NO.: 181'in en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini igerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesi
ve SEKANS KOD NO.: 183, SEKANS KOD NO.: 184,
SEKANS KOD NO.: 185 ve SEKANS KOD NO.: 173'ten
herhangi birinin en az 90 adet ardigik dizili amino asidini
icerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi;

¢) SEKANS KOD NO.: 182'nin en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini i¢erebilecek olan bir hafif zincir degisken bdlgesi
ve SEKANS KOD NO.: 183, SEKANS KOD NO.: 184,
SEKANS KOD NO.: 185 ve SEKANS KOD NO.: 173'ten
herhangi birinin en az 90 adet ardigtk dizili amino asidini
igerebilecek olan bir agir zincir degisken bélgesi; veya

d) SEKANS KOD NO.: 172'nin en az 90 adet ardisik dizili
amino asidini i¢erebilecek olan bir hafif zincir degisken boélgesi
ve SEKANS KOD NO.: 183, SEKANS KOD NO.: 184,
SEKANS KOD NO.: 185 ve SEKANS KOD NO.: 173'ten
herhangi birinin en az 90 adet ardisik dizili amino asidini

igerebilecek olan bir agir zincir degisken boélgesi.

Bu bulusun daha somut bir yapisinda gére, hafif zincir degisken

bolgesi, SEKANS KOD NO.: 172'nin en az 90 adet ardisik dizili
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amino asidini icerebilir ve agir zincir degisken bolgesi, SEKANS

KOD NO.: 173"in en az 90 adet ardisik dizili amino asidini i¢erebilir.

Bu bulusun daha da somut bir yapisina gore, hafif zincir degisken
bolgesi, SEKANS KOD NO.: 172'de gosterildigi gibi olabilir ve agir
zincir degisken bolgesi, SEKANS KOD NO.: 173'te gdsterildigi gibi

olabilir.

Bu bulusa konu olan antikor veya antijen-baglanma fragmaninda,
yukarida tamimlandigir gibi olan bu bulusa uygun bir hafif zincir
degisken bolgesi ve/veya agir zincir degisken bolgesi bulunabilir ve
bunun veya bunlarin yam sira, bir sabit bolgenin amino asitleri,
ornegin bir insan antikorunun bir sabit bdlgesinin amino asitleri de

bulunabilir.

Bulusun o6rnek niteligindeki bir yapisinda, bulusa konu olan antikor
veya antijen-baglanma fragmani, drnegin bir insan IgG1 sabit bélgesi

icerebilir.
Bulusun bir diger 6rnek niteligindeki yapisina gore, séz konusu
antijen-baglanma fragmam émegin bir scFv, bir Fab, bir Fab' ya da bir

(Fab'), olabilir.

Antikorlarin hiicrelerde iiretimi

Burada agiklanan anti-KAAG]1 antikorlari, sektérde bilgi ve beceri

sahibi uzmanlarin asina olduklan c¢esithh  yontemlerle, O6rnegin
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hibridom metodolojisiyle ya da rekombinan DNA yontemleriyle

yapilabilirler.

Anti-KAAG]1 antikorlari, bir farenin bir antijen ile immiinize edildigi,
ardindan farenin dalak hiicrelerinin izole edilip HGPRT ekspresyonu
bulunmayan miyelom hicreler1 ile fiizyonlandigi ve hipoksantin,
aminopterin ve timin (HAT) igeren wvasatlar kullanilarak hibrit
hiicrelerin ~ segildigi  konvansiyonel hibridom teknolojisi ile

uretilebilirler.

Anti-KAAGI1 antikorlan, rekombinan DNA  vyontemleri ile

uretilebilirler.

Anti-KAAGI antikorlarimin eksprese olmalarini saglamak i¢in, burada
aciklanan hafif ve agir immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini
veya baska herhangi bir zinciri kodlama kabiliyetine sahip olan
niikleotid sekanslar1 bir ekspresyon vektoriine, yani sokulan kodlama
sekansinin belli bir konak¢ida transkripsiyonel ve translasyonel
kontroliinii saglayabilecek olan elemanlarin yer aldiklari bir vektore
sokulabilir. Bahsi gegen elemanlar arasinda, artiricilar, konstititif ve
indiiklenebilir promotorler ve 5" ve 3' ¢evrilmemis boélgelerinin 6mek
gosterilebilecegi diizenleyici sekanslar sayilabilir. Bu tiir ekspresyon
vektorlerini yapmak i¢in, sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarca
iyi bilinen uygun yontemlere basvurulabilir. Bu yontemler arasinda, in
vitro rekombinan DNA teknikleri, sentetik teknikler ve in vivo genetik

rekombinasyon bulunur.
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Burada agiklanan hafif ve agr immiinoglobulin zincirlerinden
herhangi birini kodlama kabiliyetine sahip olan niikleotid
sekanslarindan elde edilen bir polipeptid veya RNA'y1 eksprese etmek
icin, sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarca bilinen g¢esitli
ekspresyon vektorivkonaker hiicre sistemlerinden istifade edilebilir,
Bu sistemler arasinda, sadece bunlarla sinirli kalmaksizin, rekombinan
bakteriyofaj, plazmid veya kozmid DNA ekspresyon vektorleri ile
transforme edilmis bakterilerin ornek gosterilebilecegi
mikroorganizmalar; maya ekspresyon vektorleri ile transforme edilmis
mayalar; bakuloviriis vektorleri ile enfekte edilmis bdécek hiicre
sistemleri; viral veya bakteriyel ekspresyon vektorleri ile transforme
edilmis bitki hiicresi sistemleri ve hayvan hiicresi sistemleri bulunur.
Memeli hiicrelerinde uzun siireli rekombinan protein iiretimi saglamak
icin, hedefi hiicre hatlarinda stabil eckspresyona ulasmak olan
calismalar yapilabilir. Ornek vermek gerekirse, burada agiklanan hafif
ve agir immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini kodlamaya
kabiliyetine sahip olan nikleotid sekanslan, wviral replikasyon
kaynaklart ve/veya endojen ekspresyon elemanlari ve bir segilebilir
veya gOrlinlir marker gen igeren ve aym vektérde veya ayri bir
vektorde bir segilebilir veya gorliniir marker genin yer aldigi
ckspresyon vektdrler1  kullamilarak hiicre hatlarina  transforme
edilebilirler. Bu bulusun kullanilan vektdr veya konakg¢i hiicre ile
sinirh  kalmasi hedeflenmemektedir. Belirli orneklerde, burada
aciklanan hafif ve agir immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini
kodlama kabiliyetine sahip olan niikleotid sekanslarinin her biri ayri
bir ekspresyon vektdriine ligate edilip her zincir ayr1 ayri eksprese
edilebilir. Bir diger ornekte ise, burada agiklanan hafif ve agir

immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini kodlama kabiliyetine
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sahip olan hafif ve agir zincirlerin her ikisi de ayni ekspresyon

vektoriine ligate edilip ayn1 anda eksprese edilebilirler.

Alternatif olarak, sirasiyla bir in vifro transkripsiyon sistemi ya da bir
birlesik in vitro transkripsiyon/translasyon sistemi kullanilarak, burada
aciklanan hafif ve agir immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini
kodlama kabiliyetine sahip olan niikleotid sekanslarinin bulundugu bir

vektorden RNA ve/veya polipeptid eksprese edilebilir.

Burada aciklanan hafif ve agir immiinoglobulin zincirlerinden
herhangi birini kodlama kabiliyetine sahip olan niikleotid sekanslar
iceren ve/veya burada ag¢iklanan hafif ve agir immiinoglobulin
zincirlerinden herhangi birini kodlama kabiliyetine sahip olan
niikleotid sckanslarinin kodladiklart bir polipeptidi eksprese eden
konakgr hiicreler veya onlann bir kismi, sektérde bilgi ve beceri sahibi
uzmanlarca bilinen muhtelif prosediirler cercevesinde ayirt edilip
tamimlanabilirler. Bu prosediirler arasinda, sadece bunlarla smirh
kalmaksizin, DNA/DNA veya DNA/RNA hibridizasyonlari, PCR
amplifikasyonu ve niikleik asit veya amino asit sekanslarini tespiti
ve/veya miktar tayinine yonelik membran, c¢oézelti veya ¢ip bazli
teknolojiler igeren protein biyoeseyl veya immiinoesey teknikleri
sayilabilir. Polipeptidlerin ekspresyonunu spesifik poliklonal veya
monoklonal antikorlar kullanarak tespit edip oOlgmeye dayali
immiinolojik ydntemler sektérde bilinirler. Bu tiir tekniklere
verilebilecek ornekler arasinda, enzim-bagli immiinosorbent eseyleri
(ELISA'lar), radyoimmiinoeseyler (RIA'lar) ve floresans-aktive hiicre
ayiklama (FACS) bulunur. Sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlar,

bu metodolojileri bu bulusa kolayca adapte edebilirler.
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Dolayisiyla, burada aciklanan hafif ve agir immiinoglobulin
zincirlerinden herhangi birini kodlama kabiliyetine sahip olan
niikleotid sekanslar1 i¢eren konakci hiicreler, miitekabil RNA'nin
(mRNA, siRNA, shRNA ve benzeri} transkripte olmasi i¢in ve/veya
polipeptidin hiicre kiiltiirlinden eksprese olmasi i¢in uygun kosullar
altinda kiltiirlenebilirler. Bir hiicrenin iirettiZi polipeptid, kullanilan
sckans ve/veya vektore bagh olarak salgilanabilir ya da hiicre icinde
korunabilir. Bulusun o6rnek niteligindeki bir yapisinda, burada
aciklanan hafif ve agir immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini
kodlama kabiliyetine sahip olan niikleotid sekanslar iceren
ekspresyon vektorleri, polipeptidin bir prokaryotik veya Okaryotik
hiicre membranindan gegerek direkt salgilanmasini saglayacak sinyal

sckanslari icerecek sekilde tasarlanabilirler.

Genetik koddaki igkin dejenerasyondan dolay1, burada agiklanan hafif
ve agir immiinoglobulin zincirlerinden herhangi birini  kodlama
kabiliyetine sahip olan niikleotid sekanslarinin kodladiklar1 bir
polipeptidi eksprese etmeleri icin, érnegin ayni amino asit sekansini,
hemen hemen aymi amino asit sekansmi ya da fonksiyonel yénden
muadil nitelikteki bir amino asit sekansini kodlayan baska DNA
sekanslar1  iretilip kullamlabilir. Burada aciklanan niikleotid
sekanslari, sektorde genel itibariyla bilinen uygun yoOntemler
kullanilarak g¢esitli amaglar ile degisiklige ugratilabilirler; sadece
bunlarla simirlh kalmaksizin 6rnegin gen Tiriinliniin  klonlanmasi,
islenmesi ve/veya ekspresyonunda modifikasyon yapilabilir. Gen
fragmanlart ve sentetik oligoniikleotidlerde rastgele fragmantasyon ve
PCR ile tekrar birlestirme islemleri yiritilip DNA shuffling

yapilarak niikleotid sekanslari degisiklige ugratilabilirler. Ornegin,
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oligoniikleotid aracili yer hedefli mutagenez gerceklestirilerek, yeni
restriksiyon yerleri yaratan, glikozilasyon paternlerini degistiren,
kodon tercihini degistiren, ucbirlestirme varyantlar lireten ve benzeri

fonksiyonlar1 yerine getiren mutasyonlar olusmasi saglanabilir.

Ek olarak, sokulan sekanslarin ekspresyonunu modiile etme veya
cksprese edilen polipeptidi istenen sekilde isleme yoniindeki kabiliyeti
g6z Oniinde tutularak bir konakg¢r hiicre susu segilebilir. Polipeptidde
yapilabilecek bu gibi modifikasyonlar arasinda, sadece bunlarla smirh
kalmaksizin, asetilasyon, karboksilasyon, glikozilasyon, fosforilasyon,
lipidasyon ve asilasyon bulunur. Bulusun oOrnek niteligindeki bir
yapisinda, belli glikozilasyon yapilan veya paternleri iceren anti-
KAAGI antikorlarina ulasilmasi istenebilir. Protein hedef alimini,
katlanmasim1 ve/veya aktivitesini istenen sinirlar icinde ayarlamak
icin, polipeptid yarilarak polipeptidin bir "prepro" formunun elde
edilmesini saglayan bir translasyon sonrasi isleme basvurulabilir.
Ticar1 piyasada, translasyon sonrasi aktiviteler1 yoniinden kendilerine
ozgl hiicresel diizeneklere ve karakteristik mekanizmalara sahip olan
farkli konakg1 hiicreler (6rnegin CHO, HeLa, MDCK, HEK293 ve
WI138) bulunmakta olup bunlar Amerikan Tipi  Kiiltir
Koleksiyonu'ndan (ATCC) edinilebilirler ve eksprese edilen
polipeptidin dogru sekilde modifiye edilmesi ve islenmesini saglamak

iizere secilebilirler.

Scktdrde bilgi ve beceri sahibi uzmanlar, dogal, modifiye veya
rekombinan niikleik asit sekanslarinin bir heterolog sekansa ligate
edilebileceklerini ve bu ligasyon sayesinde yukarida bahsi gecen

konak¢1 sistemlerinden herhangi birinde heterolog polipeptid
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moietelerini igeren bir fiizyon polipeptidinin translate edilebilecegini
ilk bakista fark edeceklerdir. Bu gibi heterolog polipeptid moieteleri,
flizyon polipeptidlerinin ticari piyasada mevcut afinite matrisleri
kullanilarak saflastirilmasini kolaylastirabilirler. Bu tiir moieteler
arasinda, sadece bunlarla sinirlh kalmaksizin, glutatyon S-transferaz
(GST), maltoz baglanma proteini, tioredoksin, kalmodiilin baglanma
peptidi, 6-His (His), FLAG, c-myc, hemagliitinin (HA) ve antikor

epitoplari, 6rnegin monoklonal antikor epitoplart bulunur.

Burada ayrica, bir fiizyon proteini kodlayan bir niikleotid sekansi
icerebilecek olan bir poliniikleotid aciklanmaktadir. Bahsi gecen
fiizyon proteini, burada agiklanan polipeptide (6rnegin tam hafif
zincir, tam agwr zincir, degisken bodlgeler, CDR'ler ve benzeri)

fiizyonlu bir fiizyon partneri (6rnegin HA, Fc ve benzeri) icerebilir.

Sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlar, niikleik asit ve polipeptid
sekanslarimin sektdrde 1yi bilinen kimyasal veya enzimatik yontemler
kullanilarak tam ve eksiksiz veya kismen sentezlenebileceklerini de
ilk bakista anlayacak ve fark edeceklerdir. Ornegin, cesitli kat1 faz
teknikleri kullanilarak peptid sentezi gerceklestirilebilir ve ABI 431A
Peptid sentezleyici (PE Biosystems) gibi makineler kullanilarak sentez
otomatiklestirilebilir. Istenirse, bir varyant protein iiretmek iizere
amino asit sekansi sentez sirasinda degisiklige ugratilabilir ve/veya

bagka proteinlere ait sekanslar ile kombine edilebilir.

Antikor konjugatlari

Burada aciklanan antikor veya antijen-baglanma fragmani, bir tespit

edilebilir moiete (yani tespit veya tam amacl olarak) veya bir
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terapOtik moiete (terapétik amach olarak) ile konjuge edilebilir. Bu
bulusa gore, antikor veya antijen-baglanma fragmani, bir terapotik

moiete (terapotik amach olarak) ile konjuge edilir.

Bir  "tespit edilebilir moiete", spektroskopik, fotokimyasal,
biyokimyasal, immiinokimyasal, kimyasal ve/veya baska fiziksel
metotlarla tespit edilebilecek olan bir moietedir. Sektérde iyi bilinen
uygun yontemler kullamlarak bu bulusa konu olan antikorlar ve
antijen-baglanma fragmanlarina dogrudan ve/veya dolaylhi olarak
(6rmegin sadece bunlarla smirli kalmaksizin bir DOTA veya NHS
baglantis1 gibi bir baglanti aracihigiyla) bir tespit edilebilir moiete
baglanabilir. Birgok farklh tespit edilebilir moiete bulunmakta olup,
kullanilacak olan tespit edilebilir moiete, gercken sensitivite,
konjugasyon kolayligi, stabilite gercksinimleri ve eldeki cihaz ve
aygitlar g6z Oniinde tutularak secilir. Uygun tespit edilebilir
moietelere verilebilecek ornekler arasinda, sadece bunlarla sinirh
kalmaksizin, bir floresan etiket, bir radyoaktif etiket (6rnegin, sadece

12 11 9 131
bunlarla sinirli kalmaksizin 'L, In'", T¢”, 17

ve PET tarayici icin
uygun pozitron yayict izotoplar ve benzerleri dahil), bir niikleer
manyetik  rezonans aktif etiket, bir liiminesan etiket, bir
kemiliiminesan etiket, bir kromofor etiketi, bir enzim etiketi (6rmegin
ve sadece bunlarla smirli kalmaksizin, bayir turpu peroksidaz, alkali
fosfataz ve benzerleri), kuantum noktalari ve/veya bir nanopartikiil
sayilabilir. Tespit edilebilir moiete, bir tespit edilebilir sinyal

olusmasini saglayabilir ve/veya tiretebilir ve boylece tespit edilebilir

moieteden tespit edilecek olan sinyal yayilir.
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Bulusun 6rnek niteligindeki bir diger yapisinda, antikor veya onun
antijen-baglanma fragmani, bir terapotik moicte (6rnegin ilag,

sitotoksik moiete) ile kenetlenebilir (modifiye edilebilir).

Bulusun ornek niteligindeki bir yapisinda, anti-KAAG]1 antikorlan ve
antijen-baglanma fragmanlari, bir inhibitor, bir kemoterapotik veya
sitotoksik ajan igerebilirler. Ornek vermek gerekirse, antikor ve
antijen-baglanma fragmanlari, bir kemoterapétik veya sitotoksik ajana
konjuge edilebilir. Uygun kemoterapotik veya sitotoksik ajanlar
arasinda, sadece bunlarla simirh kalmaksizin, Itriyum-90, Skandiyum-
47, Renyum-186, Tyot-131, Iyot-125 ve sekidrde bilgi ve beceri sahibi
uzmanlarca taninan birgok baska ajan (6rnegin lutesyum (Ornegin
Lu'"), bizmut (6rnegin Bi*"), bakir (6rnegin Cu®’)) sayilabilir. Baska
hallerde, kemoterapdtik veya sitotoksik ajan, sadece bunlarla sinirli
kalmaksizin, 5-florourasil, adriamisin, irinotekan, platin bazh
bilesikler, 6rnegin sisplatin ve anti-tiibiilin veya anti-mitotik bilesikler,
ornegin taksanlar, doksorubisin ve siklofosfamid, pseudomonas
endotoksin, risin ve baska toksinler igerebilir. Uygun antikor-ilag
konjugatlari, 1Csy degeri 0,001 nM ila 150 nM, 0,001 nM ild 100 nM,
0,001 nM ila 50 nM, 0,001 nM ila 20 nM ya da 0,001 nM ila 10 nM
(stmir degerler dahil) araligr iginde yer alan konjugatlar arasindan
secilirler. Dolayisiyla konjugasyon i¢in kullanilan sitotoksik ilag bu

kriterler temelinde segilir.

Alternatif olarak, bu bulusa konu olan terapétik amacgli kullanim
sekillerini hayata ge¢irmek adina ve sektérde bilindigi gibi, bu bulusa
konu olan antikor veya antijen-baglanma fragmani, bulusa konu olan

antikor veya antijjen-baglanma fragmanma spesifik baglanma
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kabiliyetine sahip olan ve istenen bir tespit edilebilir, diagnostik veya
terapdtik moietenin tagmabilecegi bir ikinci molekil (6rne8in bir
sekonder antikor ve benzeri) ile birlikte (ona konjuge halde)

kullanilabilir.

Antikorlarin farmasotik bilesimleri ve onlarin kullanimi

Burada, anti-KAAGI antikorlart  veya  antijen-baglanma
fragmanlarinin  (konjuge veya degil) farmasotik bilesimlert de
aciklanmaktadir. Farmasotik bilesim, bir anti-KAAGI1 antikoru veya
bir antijen-baglanma fragmani icerebilir ve ayrica bir farmasotik

acidan kabul edilebilir tasiyici i¢erebilir,

Bulusun baska yapilari, burada agiklanan antikor veya antijen-
baglanma fragmanm ve onun yam sira bir tagiyiciy1 igerebilecek olan

bir bilesim ile ilgilidir.

Bu bulus, burada agiklanan antikor veya antijen-baglanma fragmanini
ve onun yam sira bir farmasétik agidan kabul edilebilir tasiyiciyi

igerebilecek olan bir farmasdétik bilesim ile de 1lgilidir.

Bir farmasdétik bilesim, etkin bilesenlerin yami sira, su, PBS, tuz
cozeltileri, jelatinler, yaglar, alkoller ve etkin bilesiklerin farmasdotik
amacgla  kullanilabilecek  preparatlar  formunda  islenmesini
kolaylastiran baska eksipiyanlar ve vyardimct maddeler dahil
farmasotik  agidan kabul edilebilir tasiyicilar igerebilirler. Baska

durumlarda, bu preparatlar sterilize edilebilirler.
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Burada kullamildigr anlamiyla "farmasétik bilesim" terimi, farmasotik
acidan kabul edilebilir seyrelticiler, koruyucular, ¢oziiniirlestiriciler,
emtlsifiye ediciler, adjuvanlar ve/veya tasiyicilar ile birlikte terapotik
acidan etkili miktarda etkin madde bulunan bir icerige atif yapar.
Burada kullanildig1 anlamiyla "terapétik acidan etkili miktar", belli bir
hastalifa karsi belli bir uygulama rejimiyle bir terapétik etki elde
edilmesini saglayan miktara atif yapar. Bu gibi bilesimler, sivi ya da
liyofilize edilmis veya baska tirlii bir sekilde kurutulmus
formiilasyonlar: teskil ederler; ¢esitli farkli tampon igerikleri (6rnegin
Tris-HCI, asetat, fosfat), pH diizeyleri ve iyonik kuvvet seviyelerinde
bulunabilecek olan seyrelticiler, yiizeylere absorpsiyon olmasini
Oonlemek amaciyla kullanilan albiimin veya jelatin gibi katk:
maddeleri, deterjanlar (6rnegin Tween 20, Tween 80, Pluronic F68,
safra asidi tuzlari), ¢oziintirlestirici ajanlar (6rnegin gliserol, polictilen
gliserol), antioksidanlar (6regin askorbik asit, sodyum metabisiilfit),
koruyucular (6rnegin tiomerosal, benzil alkol, parabenler), hacim
artiricilar  veya tonisite ayarlayicilar (6megin laktoz, mannitol)
igerebilirler ve bu bilesimlerde, polietilen glikol gibi polimerler
proteine kovalent baglanmis olabilir, metal iyonlar1 ile kompleks
kurulmus olabilir ya da s6z konusu materyal, polilaktik asit,
poliglikolik asit, hidrojeller ve benzeri polimerik bilesiklerin
partikiillii preparatlarinin icine veya tlzerine ya da lipozomlar,
mikroemiilsiyonlar, miseller, tek lamelli veya ¢ok lamelli vezikiiller,
hayalet eritrositler veya sferoplastlarin lizerine katilmis olabilir. Bu
gibi bilesimler, fiziksel hali, ¢oziiniirligii, stabiliteyi, in vivo salim
hizint ve in vivo klirens hizimi etkileyeceklerdir. Kontrollii veya
sirekli salimh bilesimlerde formiilasyon, lipofilik depolar (Ornegin

yag asitleri, vakslar, yaglar) icinde yer alir. Burada ayrica, polimerler
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(6rnegin poloksamerler veya poloksaminler) ile kapl partikiilli
bilesimler de konu edilmektedir. Konu edilen diger bilesimler
arasinda, parenteral, pulmoner, nazal, oral, vajinal ve rektal uygulama
yollart dahil cesithi farkli uygulama yollarina yonelik olarak, koruyucu
kaplamalar, proteaz inhibitorleri veya permeasyon artiricilar yer alan
partikiillii formlar bulunur. Bir érnekte, farmasdétik bilesim, parenteral,
parakanseral, transmukozal, transdermal, intramiiskiiler, intravendz,
intradermal, subkiitan, intraperitoneal, intraventrikiiler, intrakraniyal

ve intratiimoral yolla uygulanir.

Ayrica, burada kullanilan "farmasotik ag¢idan kabul edilebilir tagiyict”
ya da "farmasotik tasiyict” sektdrde bilinen bir terimdir ve sadece
bunlarla sinirli kalmaksizin, 0,01-0,1 M veya 0,05 M fosfat tamponu
veya %0,8 saline atif yapar. Ek olarak, bu gibi farmasétik agidan
kabul edilebilir tasryicilar, akéz olan veya olmayan ¢ozeltiler,
siispansiyonlar ve emiilsiyonlar olabilirler. Akdz olmayan ¢dziciilere
verilebilecek Ornekler arasinda, propilen glikol, polietilen glikol,
zeytinyagi gibi bitkisel yaglar ve etil oleat gibi enjektabl organik
esterler bulunur. Akéz tasiyicilar arasinda, su, alkolik/akéz ¢ozeltiler,
emilsiyonlar veya siispansiyonlar, drnegin salin ve tamponlu vasatlar
bulunur. Parenteral vechikiiller arasinda, sodyum kloriir ¢ozeltisi,
Ringer dekstroz ¢ozeltisi, dekstroz ve sodyum klortir, laktath Ringer
¢ozeltisi veya sabit yaglar bulunur. Intravendz vehikiiller arasinda, sivi
ve besin takviyeleri, elektrolit takviyeleri, 6rnegin Ringer dekstroz
cozeltisine dayali takviyeler ve benzerleri bulunur. Antimikrobiyaller,
antioksidanlar, birlestirme ajanlari, inert gazlar ve benzerlerinin 6rnek

gosterilebilecegi koruyucular ve bagka katki maddeleri de bulunabilir.
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Herhangi bir bilegigin terapotik agidan etkili dozu, baslangigta hiicre
kiiltiirli eseylerinde ya da fare, sican, tavsan, képek veya domuz gibi
hayvan modellerinde hesaplanabilir. Konsantrasyon araligim ve
uygulama yolunu belirlemek i¢in de bir hayvan modeli kullanilabilir.
Daha sonra bu bilgiler 15181nda, insanlarda kullanima uygun dozlar ve
uygulama yollar1 belirlenebilir. Bu teknikler sektérde bilgi ve beceri
sahibi uzmanlarca iyi bilinirler ve bir terapotik acidan etkili doz,
semptomlart veya hastalign 1yilestirmek ic¢in etkin bilegsenden
uygulanmas1 gercken miktar1 teskil eder. Terapotik etkinlik ve
toksisite, hiicre kiiltiirlerinde veya deney hayvanlariyla standart
farmasotik prosediirler vyiiriitilerek, 6megin EDsy (popiilasyonun
%350'sinde terapitik acidan etkili olan doz) ve LDsy (popiilasyonun
%50'si i¢in Olimcil olan doz) istatistikleri hesaplanip karsilastirilarak
belirlenebilir. Yukarida agiklanan terapotik bilesimlerden herhangi
bir1, sadece bunlarla sinirh kalmaksizin ve fakat kopek, kedi, inek, at,
tavsan, maymun ve insan gibi memeliler dahil olmak lizere boyle bir

tedaviye ihtiyaci olan herhangi bir denege uygulanabilir.

Bu bulus kapsaminda kullanilan farmasétik bilesimler, sadece bunlarla
sinirli - kalmaksizin - ve fakat oral, intravendz, intramiuskiler,
intraarteriyel, intramediiller, intratekal, intraventrikiiler, transdermal,
subkiitan, intraperitoneal, intranazal, enteral, topikal, dilalt1 ve rektal
uygulama yollar1 dahil olmak iizere herhangi bir sayida uygulama

yolu ile uygulanabilirler.

Kullanim vontemleri

Bu bulusun amaglarn cercevesinde "tedavi" terimi, hem terapOtik

tedaviye hem de amacin hedef patolojik durum veya hastalig1 6nlemek
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veya vavasglatmak (azaltmak) oldugu profilaktik veya onleyici
tedbirlere atif yapar. Tedaviye ihtiyaci olanlar arasinda, hastaliga
zaten yakalanmis olanlarin yani sira, hastaliga yatkinligi bulunanlar

veya hastaliga yakalanmasi 6nlenmesi gerekenler bulunur.

Bu bulus, meme kanseri bulunan veya meme kanseri bulundugundan
siiphelenilen bir bireyin KAAGI'e spesifik baglanma kabiliyetine
sahip olan bir antikor veya antijen-baglanma fragmam ile tedavi

edilmesine dayanan bir tedavi yontemi ortaya koyar.

Bu bulusa gore, stz konusu bireyde, dstrojen reseptdrii ekspresyonu,
progesteron reseptorii ekspresyonu ve/veya Her2 ekspresyonu (veya
asir1 ekspresyonu) yoniinden negatif olan bir meme kanseri bulunuyor

olabilir.

Yine bu bulusa gore, sdz konusu bireyde, Ostrojen reseptori,
progesteron reseptorii ve/veya Her2'den en az birinin diisiik bir

ekspresyon sergiledigi bir meme kanseri bulunuyor olabilir.

Ornek vermek gerekirse, tiimdr, hem &strojen reseptorii ekspresyonu
hem de progesteron reseptori ekspresyonu yoniinden negatif olabilir
(ya da bu reseptorlerin her ikisi de disiik ekspresyon gdsteriyor

olabilir).

Bu bulusa gore, bireyde, tiglii negatif olarak karakterize edilen bir
meme kanseri bulunuyor olabilir. Meme kanseri, bazal benzeri

olabilir.
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Burada ayrica, burada agiklanan izole antikor veya antijen-baglanma
fragmaninin, karakterize edici 6zelligi 6strojen reseptdrii ekspresyonu,
progesteron reseptorii ekspresyonu ve/veya Her2 asir ekspresyonunun
bulunmamasi ya da bu li¢c markerden en az birinin disiik ekspresyon
gostertyor olmasi olan bir meme kanserinin tedavisi veya tanisinda

kullanimi1 da konu edilmekte ve agiklanmaktadir.

Bu bulusa goére, terapétik kullanim, Ornegin bu bulusa uygun
KAAGTI'e spesifik baglanma kabiliyetine sahip olan bir antikor veya
antijen-baglanma fragmamnin boyle bir uygulamaya ihtiyaci olan bir
bireye uygulanmasini icerebilir. Thtiyac sahibi olan birey, tercihen, ER
ekspresyonu ve/veya PgR ekspresyonu yoniinden bir eksikligin s6z
konusu oldugu ve/veya HER2 proteini asin ekspresyonunun
bulunmadigt tiimoérlere sahip olan bireyler arasindan segilir. Bu
markerlere yonelik klinik testler, genelde histopatolojik yontemler
(immiinohistokimya, FISH ve benzeri) kullamilarak ve/veya gen
ekspresyon calismalan ile gerceklestirilirler (6rmegin bkz: Dent et al,
2007, Bernstein and Lacey, 2011). Dolayisiyla, ihtiya¢ sahibi olan
birey, liclii negatif meme kanseri tanist almis olan bir birey olabilir.

S0z konusu kanser, bazal benzer:i meme kanseri olabilir.

Dolayisiyla bu bulus, iiclii negatif meme kanseri bulunan bir bireyin
bir anti-KAAG]1 antikoru ile terapotik tedavisi ile ozellikle ilgilidir,

Soz konusu kanser, bazal benzeri kanser olabilir.

Uygun antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlari arasinda, timor
hiicrelerinin ylizeyleri iizerindeki KAAGl'e baglanma kabiliyetine

sahip olanlar bulunur. Bu gibi antikorlarim  KAAG1'in  simir
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pozisyonlar dahil 30 ila 84 sayili amino asitleri iginde (6rnegin
KAAGI'in (smir pozisyonlar dadhil}) 36 ild 60 sayili amino asitleri
icinde ya da (siir pozisyonlar dédhil) 61 1la 84 sayili amino asitleri
icinde) yer alan bir epitopa baglanan antikorlar olmalari tercih

edilebilir.

Ornegin  antikor-bagimli  hiicre  sitotoksisitesine aracilik eden
antikorlar ve bir terapotik moiete ile konjuge edilen antikorlar uygun

olabilirler.

Bu bulusa gore, antikor, ornegin bir monoklonal antikor, bir kimerik
antikor, bir hiimanize antikor ya da bdyle bir antikorun bir antijen-

baglanma fragmani olabilir.

Bu bulusa uygun terapdtik kullanimda, antikor veya antijen-baglanma
fragman bir inhibitér, bir kemoterapotik veya bir sitotoksik ajan ile

birlikte uygulanabilir,

Burada konu edilen diger tedavi yontemleri arasinda, antisens-bazli
terapotikler (siRNA, antisensler, ribozimler ve benzerleri) gibi baska

tip KAAGI inhibitérlert ile uygulama da bulunur.

Burada konu edilen ve aciklanan bir diger unsur, boyle bir ihtiyaci
olan bir bireyde o bireye KAAGI aktivitesi veya ekspresyonunu
inhibe eden bir inhibitér uygulamak suretiyle igli negatif meme
kanseri veya bazal benzeri meme kanserinin tedavi edilmesine dayali

bir tedavi yontemidir.
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S6z konusu inhibitér, SEKANS KOD NO.: 11 veya onun bir
fragmanini tamamlayici bir niikkleotid sekansi icerebilir. Daha somut
ifade etmek gerekirse, inhibitér, SEKANS KOD NO.: l'in (simr
pozisyonlar dahil) 738 1ld 992 sayili niikleotidlerini veya onun bir
fragmamini tamamlayici bir niikleotid sekansi icerebilir. Ornek vermek
gerekirse, inhibitorde, SEKANS KOD NO.: 11 tamamlayic1 veya
SEKANS KOD NO.: 1'in (sinir pozisyonlar dahily 738 ila 992 sayili
niikleotidlerini tamamlayict en az 10 adet ardisik dizili niikleotid (en

az 15, en az 20) bulunabilir.

Belirli hallerde, anti-KAAG]1 antikorlann ve onlarin fragmanlan,
KAAGI eksprese eden kanser hiicreleri ile etkilesime girebilir ve
ADCC'ye aracilik etmek surctiyle bir immiinolojik reaksiyon
indiikleyebilirler. Diger hallerde ise, anti-KAAGI1 antikorlart ve
onlarin fragmanlari, KAAG1'in protein partnerleri ile olan etkilesimini

bloke edebilirler.

Belirli hallerde, anti-KAAG]1 antikorlar1 ve onlarin antijen-baglanma
fragmanlari, aymi hastaliga yonelik baska tedaviler (inhibitérler,
kemoterapétikler  veya  sitotoksik  ajanlar) ile aym anda
uygulanabilirler. Buna gore antikorlar, bir PARPI inhibitori, bir
EGFR inhibitorii, anti-mitotikler (6rnegin taksanlar), platin-bazh
ajanlar (6rnegin sisplatin), DNA'ya hasar veren ajanlar (6rnegin
doksorubisin) ve sektdrde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarca bilinen
bagka anti-kanser tedavileri ile birlikte uygulanabilirler. Diger hallerde
ise, anti-KAAG]1 antikorlar1 ve antijen-baglanma fragmanlari, baska

terapotik antikorlar ile birlikte uygulanabilirler. Bunlar arasinda,
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sadece bunlarla sinirh kalmaksizin, EGFR, CD-20 ve Her2'yi hedef

alan antikorlar bulunur.

Burada, Ostrojen reseptorii-negatif (ER-), progesteron-reseptorii-
negatif (PgR-) olan ve/veya Her2 asir1 ekspresyonu bulunmayan
(Her2-) bir KAAG-1 eksprese eden hiicrenin biiylimesini inhibe
etmeye yonelik bir yontem konu edilmekte ve agiklanmakta olup, bu
ydntem, soz konusu hiicrenin burada agiklanan antikor veya antijen-
baglanma {fragmanindan ectkili bir miktar ile temas ettirilmesini

igerebilir.

Burada ayrica, bir memelide 0&strojen reseptorii-negatif (ER-),
progesteron reseptorii-negatif (PgR-) olan ve/veya Her2 asirt
ckspresyonu bulunmayan (Her2-) bir KAAG-1 eksprese eden
hiicrenin biiyimesini inhibe etmeye veya kanseri tedavi etmeye
yonelik bir yontem de konu edilmekte ve aciklanmakta olup, bu
yontem, burada ag¢iklanan antikor veya antijen-baglanma fragmaninin

bdyle bir ithtiyact olan bir memeliye uygulanmasini igerebilir.

Bu bulus, burada ag¢iklanan antikor veya antijen-baglanma
fragmammnin kullanildigi tedavi yontemi, tam1 yontemleri ve belirleme
yontemiyle ve bu antikor veya antijen-baglanma fragmaninin bu gibi
amagclara yonelik bir farmasoétik bilesim veya ilacin iiretiminde

kullanimryla ilgilidir.

Burada aciklanan tedavi yonteminde, burada agiklanan bir antikor
veya antijen-baglanma fragmanm boyle bir ihtiyact olan bir memeliye

ve Ozellikle de dstrojen reseptérii-negatif (ER-), progesteron reseptorii



10

15

20

25

139

negatif (PgR-) olarak karakterize edilen ve/veya Her2 asin
ckspresyonu bulunmayan (Her2-) bir kanserin s6z konusu oldugu veya

boyle bir kansere yatkinligi bulunan bir hastaya uygulanir.

Burada ayrica, timér yayilmasini, timdr isgalini, timér olusumunu
indirgemeye veya timor lizisi indiiklemeye yonelik olup, boyle bir
ihtiyaci olan bir memeliye bir izole antikor veya antijen-baglanma
fragmami uygulanmasini igerebilecek olan yontemler de konu

edilmekte ve aciklanmaktadir.

Burada konu edilen ve ag¢iklanan bir diger unsur, burada ag¢iklanan
izole antikor veya antijen-baglanma fragmaninin Gstrojen reseptorii-
negatif (ER-), progesteron reseptdrii-negatif (PgR-) olan ve/veya Her2
astr1 ekspresyonu bulunmayan (Her2-) KAAG]1 ceksprese eden timdr
hiicrelerine istinaden kanser tedavisinde, tiimér yayilmasi, timoér
isgali, timoér olusumunun indirgenmesinde ya da tiimor lizisinin
indikklenmesinde (ya da buna yonelik bir farmasotik bilesimin

tiretiminde) kullaninudir.

Antikor veya antijen-baglanma fragmanm, Ornegin metastaz yapma
kabiliyetine sahip olan bir malign tiimor ve/veya ankorajdan bagimsiz
biiylime ile karakterize edilen tiimor hiicrelerini igine alan bir anlamda
malign tiimorler i¢in daha uygun olabilir. Burada agiklanan antikor
veya antijen-baglanma fragmani, kanser hastaliklarinin teshisinde de
kullanilabilir. Kanser teshisi, burada agiklanan antikor veya antijen-
baglanma fragmaninin  bir kanser hastaligt  bulunan veya
bulundugundan siiphelenilen bir memeliye uygulanmasi yoluyla in

vivo ortamda gerceklestirilebilir. Teshis, antikor veya antijen-
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baglanma fragmanimin memeliden alinan bir numune ile temas
ettirilmesi ve numunede KAAGI veya bir KAAGI varyanti eksprese
eden  hiicrelerin  (timor hiicrelert) bulunup  bulunmadigmin

belirlenmesi yoluyla ex vivo ortamda da ger¢eklestirilebilir.

Burada ayrica, bir memelide oOstrojen reseptorii-negatif (ER-),
progesteron reseptori-negatif (PgR-) olan ve/veya Her2 asir
ekspresyonu bulunmayan (Her2-) bir kanser hastaligint veya KAAGI
cksprese eden hiicreleri tespit etmeye yonelik bir yontem de konu
edilmekte ve agiklanmakta olup, bu yontem, boyle bir thtiyaci olan bir
memeliye burada aciklanan antikor veya antijen-baglanma

fragmaninin uygulanmasini igerebilir.

Burada ayrica, KAAG]1 veya bir KAAGI varyanti eksprese eden bir
hiicrey1 tespit etmeye ydnelik bir yéntem de konu edilmekte ve
aciklanmakta olup, bu yontem, burada agiklanan bir antikor veya
antijen-baglanma fragmaninin sz konusu hiicre ile temas ettirilmesini
ve KAAGI veya KAAGI varyanti eksprese eden hiicre ile antikorun
bir kompleks olusturup olusturmadiginin belirlenmesini igerir. Bu
belirleme yontemlerinde kullanilan antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlarma verilebilecek ornekler arasinda, KAAG1'in ekstraseliiler
bolgesine baglanma kabiliyetine sahip olan antikorlar veya antijen-

baglanma fragmanlar1 bulunur.

Belirleme yontemlerinde kullanilan antikorlar veya antijen-baglanma
fragmanlart i¢in verilebilecek diger Ornekler arasinda, Ostrojen
reseptori-negatif (ER-), progesteron reseptorii-negatif (PgR-) olan

ve/veya Her2 asirn ekspresyonu bulunmayan (Her2-) timor
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hiicrelerinin ylizeyleri lizerinde eksprese olan KAAGI veya KAAGI
varyantina baglanabilen antikorlar veya antijen-baglanma fragmanlari

bulunur.

Burada ayrnca, KAAGI"1 (SEKANS KOD NO.: 2), SEKANS KOD
NO.: 2 ile en az %80 oraninda sekans 6zdesligine sahip olan bir
KAAGI1 varyantini yva da KAAGI veya KAAGI varyantinin bir
salgilanan veya dolagimdaki formunu tespit etmeye ydnelik olan bir
yontem de konu edilmekte ve agiklanmakta olup, bu yontem, KAAGI
veya KAAGI varyant1 eksprese eden bir hiicrenin veya KAAGI veya
KAAGI varyanti iceren veya icerdiginden siiphelenilen bir
numunenin (biyopsi, serum, plazma, idrar ve benzeri) burada
aciklanan antikor veya antijen-baglanma fragmani ile temas
ettirilmesini ve bu iki unsur arasindaki baglanmanin 6l¢iilmesini
icerebilir. Bahsi ge¢en numunenin kaynagi, kanser hastalifi (6rnegin
Ostrojen reseptorii-negatif (ER-), progesteron reseptorii-negatif (PgR-)
olarak karakterize edilen ve/veya Her2 agm ekspresyonu bulunmayan
(Her2-), bazal benzeri meme kanseri veya ii¢lii negatif meme kanseri
gibi bir meme kanseri) bulunan ya da kanser bulundugundan
siiphelenilen bir memeli (6rnegin bir insan) olabilir. S6z konusu
numune, bahsi gecen memeliden clde edilen bir doku numunesi ya da

bir hiicre kultari st fazi olabilir.

Numune, memeliden elde edilen bir serum numunesi, bir plazma
numunesi, bir kan numunesi veya assit sivist olabilir. Burada
aciklanan antikor veya antijen-baglanma fragmani, KAAGI'in bir
salgilanan veya dolagimdaki (kan dolagimindaki) formunu belirleme

konusunda faydali olabilir.
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Soz konusu yoéntem, KAAG1 veya KAAGI varyanti ile ona bagh
antikor veya antijen-baglanma fragmaninin olusturduklari kompleksin

Olciilmesini igcerebilir.

Bir antikorun bir antijene baglanmasi, antijenin beklenen molekiil
agirliginda bir artisa neden olacaktir. Dolayisiyla, antikor veya
antijen-baglanma  fragmam: ile antijen birbirlerine  spesifik

baglandiklarinda bir fiziksel degisim meydana gelir.

Bu tiir degisimler, dmegin elektroforez ve ardindan Western blot
gerceklestirilip jel veya blotun renk degisimine bakilarak, kiitle
spektrometresi ile, bilgisayarli HPLC ile ya da benzeri baska bir
yontemle tespit edilebilir.  Molekiil agirhigindaki  degisimleri
hesaplamak ic¢in kullanilabilecek aygitlar bulunmakta ve sektérde
bilinmekte  olup, bunlara 0Omek olarak  Phosphorimager™

gdsterilebilir,

Antikor Ornegin bir tespit edilebilir etiket igeriyorsa, antijen-antikor
kompleksi, etiketin yaydigi floresans, etiketin 1smmim  emisyonu,
substrat1 ile birlikte sunulan etiketin enzimatik aktivitesi ya da baska

bir gosterge lizerinden tespit edilebilir.

Bir antikor veya antijen-baglanma fragmani ile bir antijen arasindaki
baglanmanin tespiti ve/veya Ol¢iimii, sektdrde bilinen muhtelif
yontemler ile gerceklestirilebilir. Bir antikor veya antijen-baglanma
fragmam ile bir antijen arasindaki baglanma, tespit edilebilir etiketin

yaydigi sinyali (1gintim emisyonu, floresans, renk degisimi ve benzeri)
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tespit etme kabiliyetine sahip olan bir aygit ile izlenebilir. Bu tiir bir
aygit, meydana geldiginde baglanmaya isaret eden veriler sunar ve
ayrica antijene baglanan antikor miktarma dair veri de saglayabilir.
S6z konusu (genelde bir bilgisayarla birlikte kullanilan) aygit, bir arka
plan sinyali (&rnegin antijen-antikor baglanmasimnin bulunmadig:
durumda elde edilen sinyal) veya arka plan giiriiltiisii ile spesifik
antikor-antijen baglanmasi meydana geldiginde elde edilen sinyal
arasindaki farki hesaplama kabiliyetine de sahip olabilir. Dolayisiyla
bu tiir aygitlar, kullaniciya antijenin tespit edilmis olup olmadigina

dair gostergeler ve sonuclar sunabilirler.

Burada ayrica, burada agiklandigi gibi olan bir veya daha fazla sayida
antikor veya antijen-baglanma fragmaninin bulundugu bir veya daha
fazla sayida kap yer alabilecek olan kitler de konu edilmekte ve

aciklanmaktadir.

Nitkleik asitler, vektirler ve hiicreler

Antikorlar, genelde, hafif zincir ve/veya agir zinciri kodlayan bir
niikleik asit sekansinin bulundugu bir vektor(ler)den hafif zincir veya

agir zincirin eksprese olmasina olanak saglayan hiicrelerde yapilirlar.

Burada konu edilen ve agiklanan unsurlar arasinda, burada aciklanan
CDR'ler, hafif zincir degisken bélgeleri, agir zincir degisken bolgeleri,
hafif zincirler ve agir zincirlerden herhangi birini kodlama kabiliyetine

sahip olan niikleik asitler de bulunur.
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Burada konu edilen ve agiklanan unsurlar arasinda, KAAG1'e spesifik
baglanma kabiliyetine sahip olan bir antikorun bir hafif zincir
degisken bdlgesi ve/veya bir agir zincir degisken boélgesini kodlayan

bir niikleik asit de bulunur.

Ornek niteligindeki niikleik asitler arasinda, SEKANS KOD NO.: 3,
5,7,9, 11,13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 45 ve 47, onlarin fragmanlari
(0rnegin en az 10, en az 15 veya en az 20 adet ardisik dizili niikleotid)
ve onlarin tamamlayicilar ile en az %70 oraninda sekans dzdesligine
(yani en az %75, en az %80 oraminda sekans 6zdesligine) sahip olan
niikleik asitlerden olusan grup icerisinden secilen niikleik asitler

bulunur.

Bu bulusa gore, niikleik asit, 6zellikle, KAAGI veya KAAGI varyanti
eksprese eden tiimor hiicrelerin Slimiini (eliminasyonunu, yikimin,
lizisini) indikleme kabiliyetine sahip olabilecek olan bir antikorun bir
hafif zincir degisken bolgesi ve/veya agir zincir degisken bolgesini

kodlayan bir niikleik asit olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, dzellikle, KAAGI veya KAAG]1 varyanti
eksprese eden tiimor hiicrelerinin yayilmasini indirgeme kabiliyetine
sahip olabilecek olan bir antikorun bir hafif zincir degisken bdélgesi
ve/veya agir zincir degisken bolgesini kodlayan bir niikleik asit

olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, bilhassa, KAAGI1 veya KAAGI varyanti
eksprese eden tiimoérlerin olusumunu azaltma veya bozma kabiliyetine

sahip olabilecek olan bir antikorun bir hafif zincir degisken bolgesi
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ve/veya agir zincir degisken bdlgesini kodlayan bir nikleik asit

olabilir.

Ornek niteligindeki niikleik asitler arasinda, asagida belirtilenleri
iceren bir hafif zincir de@isken bdlgest kodlayan niikleik asitler

bulunur;

a. SEKANS KOD NO.: 72 ile SEKANS KOD NO.: 73'ten
olusan grup icerisinden secilen bir CDRLI1 sekansi;

b. SEKANS KOD NO.: 74, SEKANS KOD NO.: 75 ile
SEKANS KOD NO.: 76'dan olusan grup i¢erisinden secilen bir
CDRL2 sekansi; veya

c. SEKANS KOD NO.: 77, SEKANS KOD NO.: 78 ile
SEKANS KOD NO.: 79'dan olusan grup i¢erisinden sec¢ilen bir
CDRL3 sekansi.

Bu bulusa gore, niikleik asit, bir CDRLI1, bir CDRL2 ve bir CDRL3
arasindan en az iki CDR'yi igerebilecek olan bir hafif zincir degisken

bolgesi kodlayan bir niikleik asit olabilir.

Yine bu bulusa goére, niikleik asit, bir CDRLI, bir CDRL2 ve bir
CDRL3 igerebilecek olan bir hafif zincir degisken bolgesi kodlayan

bir niikleik asit olabilir.

Bu bulus, ayrica agagida belirtilenleri igeren bir agir zincir degisken

bdlgesi kodlayan bir niikleik asit ile de ilgilidir:

a. SEKANS KOD NO.: 80' igeren bir CDRH1 sekansi;
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b. SEKANS KOD NO.: 81, SEKANS KOD NO.: 82, SEKANS
KOD NO.: 83, SEKANS KOD NO.: 84 ile SEKANS KOD
NO.: 85'ten olusan grup igerisinden secilen bir CDRH?2 sekansi;
veya

c. SEKANS KOD NO.: 86, SEKANS KOD NO.: &7 ile
SEKANS KOD NO.: 88'den olusan grup igerisinden segilen bir
CDRH3 sckansi.

Bu bulusa gore, niikleik asit, bir CDRHI1, bir CDRH2 ve bir CDRH3
arasindan en az iki CDR'y1 i¢erebilecek olan bir agir zincir degisken

bolgesi kodlayan bir niikleik asit olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, bir CDRHI1, bir CDRH2 ve bir CDRH3
igerebilecek olan bir agir zincir degisken bolgesi kodlayan bir niikleik

asit olabilir.

En az bir adet konservatif ammo asit ikamesi bulunan antikor
varyantlart kodlayan niikleik asitler de bu bulusun kapsamina

girmektedir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, en az bir adet konservatif amino asit

ikamesi igeren bir CDR kodlayan bir niikleik asit olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, CDR'lerden en az ikisinde en az bir adet
konservatif amino asit ikamesi igeren bir CDR kodlayan bir niikleik

asit olabilir.
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Bu bulusa gore, niikleik asit, CDR'lerden iiciinde de en az bir adet
konservatif amino asit ikamesi igeren bir CDR kodlayan bir niikleik

asit olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, CDR'lerden en az birinde en az iki adet
konservatif amino asit ikamesi igeren bir CDR kodlayan bir niikleik

asit olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, CDR'lerden en az ikisinde en az iki adet
konservatif amino asit ikamesi iceren bir CDR kodlayan bir niikleik

asit olabilir.

Bu bulusa gore, niikleik asit, CDR'lerden tiglinde de en az iki adet
konservatif amino asit ikamesi i¢ceren bir CDR kodlayan bir niikleik

asit olabilir.

Burada, SEKANS KOD NO.: 16, SEKANS KOD NO.: 20, SEKANS
KOD NO.: 24, SEKANS KOD NO.: 103, SEKANS KOD NO.: 104,
SEKANS KOD NO.: 105, SEKANS KOD NO.: 106, SEKANS KOD
NO.: 107, SEKANS KOD NO.: 108, SEKANS KOD NO.: 109,
SEKANS KOD NO.: 110, SEKANS KOD NO.: 111, SEKANS KOD
NO.: 112, SEKANS KOD NO.: 113, SEKANS KOD NO.: 114,
SEKANS KOD NO.: 115, SEKANS KOD NO.: 116, SEKANS KOD
NO.: 117, SEKANS KOD NO.: 118, SEKANS KOD NO.: 119,
SEKANS KOD NO.: 120, SEKANS KOD NO.: 121, SEKANS KOD
NO.: 122, SEKANS KOD NO.: 123, SEKANS KOD NO.: 124 ile
SEKANS KOD NO.: 125'ten olusan grup igerisinden secilen bir

sekans 1le en az %70, %75 veya %80 oraninda sekans Ozdesligine
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sahip olan bir hafif zincir degisken bdlgesi kodlayan bir niikleik asit

konu edilmekte ve aciklanmaktadir.

Burada ayrica, SEKANS KOD NO.: 18, SEKANS KOD NO.: 22,
SEKANS KOD NO.: 26, SEKANS KOD NO.: 126, SEKANS KOD
NO.: 127, SEKANS KOD NO.: 128, SEKANS KOD NO.: 129,
SEKANS KOD NO.: 130, SEKANS KOD NO.: 131, SEKANS KOD
NO.: 132, SEKANS KOD NO.: 133, SEKANS KOD NO.: 134,
SEKANS KOD NO.: 135, SEKANS KOD NO.: 136, SEKANS KOD
NO.: 137, SEKANS KOD NO.: 138, SEKANS KOD NO.: 139,
SEKANS KOD NO.: 140, SEKANS KOD NO.: 141, SEKANS KOD
NO.: 142, SEKANS KOD NO.: 143, SEKANS KOD NO.: 144,
SEKANS KOD NO.: 145, SEKANS KOD NO.: 146 ile SEKANS
KOD NO.: 147'den olusan grup igerisinden segilen bir sekans ile en az
%70, %75 veya %80 oraninda sckans 6zdesligine sahip olan bir agir
zincir degisken bolgesi kodlayan bir niikleik asit de konu edilmekte ve

aciklanmaktadir,

Burada ayrica, burada agiklanan niikleik asitleri igeren bir vektdr de

konu edilmekte ve aciklanmaktadir.

Bu bulusa gore, s6z konusu vektor bir ekspresyon vektorii olabilir.

Sokulan kodlama sckansmin belli bir konakcida transkripsivonel ve
translasyonel kontroliinii saglayabilecek kontrol elemanlart igeren
vektorler sektdorde bilinirler. Bu elemanlar arasinda, artiricilar,
konstitiitif ve indiiklenebilir promotorler ve 5' ve 3' ¢evrilmemis

bolgelerinin drmek gosterilebileceg! diizenleyici sekanslar sayilabilir.
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Bu tiir ekspresyon vektdrlerini yapmak i¢in, sektérde bilgi ve beceri
sahibi uzmanlarca iyi bilinen uygun yontemlere basvurulabilir. Bu
yontemler arasinda, in vitro rekombinan DNA teknikleri, sentetik

teknikler ve in vivo genetik rekombinasyon bulunur.

Burada konu edilen agiklanan bir diger unsur, burada agiklanan

niikleik asidin yer alabilecegi bir izole hiicredir.

Bu izole hiicre, ayr vektérler lizerinde veya ayni vektor tizerinde bir
hafif zincir degisken bolgesi kodlayan bir niikleik asit ve bir agir
zincir degisken bolgesi kodlayan bir niikleik asit igerebilir. Bu izole
vektor, ayrica, ayr vektorler lizerinde veya aym vektoér {izerinde bir
hafif zincir kodlayan bir niikleik asit ve bir agir zincir kodlayan bir

niikleik asit de icerebilir.

Bu bulusa gore, séz konusu hiicre, bir antikoru veya onun bir antijen-
baglanma fragmanm eksprese etme, birlestirme ve/veya salgilama

kabiliyetine sahip olabilir.

Burada ayrica, burada aciklanan antikoru igerebilecek ve/veya
cksprese edebilecek olan bir hicre de konu edilmekte ve

agiklanmaktadir.

Bu bulusa gére, soz konusu hiicre, bir hafif zincir degisken bélgesi
kodlayan bir niikleik asit ve bir agir zincir degisken bdlgesi kodlayan

bir niikleik asit i¢erebilir.
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S6z konusu hiicre, bir antikoru veya onun bir antijen-baglanma
fragmanint ¢ksprese etme, birlestirme getirme ve/veya salgilama

kabiliyetine sahip olabilir.

Asagidaki ornekler, bu bulusun ayrintilarini daha somut bir sekilde

ortaya koymak amaci ile sunulmaktadirlar.

ORNEKLER

Ornek 1

Bu Ornekte, Fab'lar1 tam boy IgG1 kimerik monoklonal antikorlarina

déniistiirmek icin kullanilan yontemler aciklanmaktadir.

Fab'larin kullanini, Fab monoklonal antikorlart ile KAAGI proteini
arasinda etkilesim calismalar1 gerceklestirme olanaginin  disinda,
antijenin biyolojik fonksiyonunu valide etme amagl anlamh in vitro
ve in vivo ¢alismalar gerceklestirmek ile sinirli olabilir. Dolayisiyla,
fare-insan kimerik IgG1'leri olusturmak tizere Fab'larda bulunan hafif
ve agir zincir degisken bolgelerini tam boy antikor iskelelerine
aktarmak gerekliydi. Hafif ve air immiinoglobulin zincirlerine
yonelik ekspresyon vektorleri, i) Fab ekspresyon vektorlerinden sonra
gelen orijinal bakteriyel sinyal peptidi sekanslarimin yerini memeli
sinyal peptidlerinin almasin ve ii) fare antikorlarinda bulunan hafif ve
agir zincir sabit boélgelerinin yerini insan sabit bélgelerinin almasini
saglayacak sekilde yapildilar. Bu aktarimi gerceklestirmek lizere
bagvurulan yontemlerde, sektorde bilgi ve beceri sahibi uzmanlarin

asina olduklar standart molekiiler biyoloji teknikleri kullanildi.
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Hafif zincir ekspresyon vektérii - 293E gecici transfeksiyon sisteminde
kullanilmak iizere tasarlanmis olan pTTVH8G (Durocher et al. 2002)
adh verilen bir mevcut memeli ekspresyon plazmidi modifiye edilerek
fare hafif zincir degisken bdlgesi soz konusu plazmide yerlestirildi.
Elde edilen fare-insan kimerik hafif zincirinde, bir fare degisken
bolgesi ve onu takip eden insan kappa sabit domaini vardi. Insan
kappa sabit domainini kodlayan c¢DNA sekansi, OGS1773 ve
OGS1774 primerleri (sirasiyla SEKANS KOD NO.: 55 ve 56)
kullamlarak PCR ile amplifiye edildi. Insan kappa sabit bolgesine
iliskin niikleotid sekansi ile miitekabil amino asit sekansi, sirasiyla
SEKANS KOD NO.: 57 ile 58'de gosterilmektedirler. Olusan 321 baz
¢ifti uzunlugundaki PCR iirlinii, insan VEGF A'simin (NM_003376)
sinyal peptidi sekansindan hemen sonra gelen pTTVHE8G'ye ligate
edildi. Bu klonlama basamagi ayrica fare hafif zincir degisken
bélgelerini kodlayan ¢cDNA'larin kesin bir sekilde konumlanmalarina
1zin veren benzersiz restriksiyon endoniikleaz yerlerini konumlandirdi.
pTTVKI1 ad: verilen nihai ekspresyon plazmidinin sekansi, SEKANS
KOD NO.: 59'da gosterilmektedir. Tablo 2'de agiklanan sekanslar
temelinde, 3D3, 3G10, 3C4 ve 3A4 antikorlarinin hafif zincir
degisken bolgelerine (sirasiyla SEKANS KOD NO.: 15, 19, 23 ve 47)
Ozgli olan ve 5" u¢larinda VEGF A sinyal peptidinin son 20 baz ¢iftine
ozdes bir sekans iceren PCR primerleri tasarlandi. Bu primerlerin
sckanslari, SEKANS KOD NO.: 60, 61, 62 ve 213'te
gosterilmektedirler. 3' uglarinin son kisimlart 6zdes oldugu igin, 3D3,
3G10 ve 3C4'%in hafif zincir degisken bolgelerini amplifiye ederken
ayni ters primer kullanildi. Bu primerin (SEKANS KOD NO.: 63) 3'
ucunda, insan kappa sabit domaininin ilk 20 baz ¢iftine 6zdes olan bir

sekans vardi. 3A4 hafif zincir degisken bolgesini amplifiye etmek i¢cin
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SEKANS KOD NO.: 214'te gosterilen primer kullanildi. Hem PCR
fragmanlart hem de pargalanan pTTVKI1, T4 DNA polimerazin 3' - 5'
eksoniikleaz aktivitesi ile i1slemden gecirildi ve bunun sonucunda,
kaynastirma yolu ile birlestirilen tamamlayict wuglar olustu.
Kaynastirma reaksiyonlart kompetan E. coli'ye transforme edildi ve
ekspresyon plazmidleri sekanslama yoluyla dogrulanarak fare hafif
zincir degisken bolgelerinin pTTVKI1 ekspresyon vektdriine dogru
sekilde sokulduklarindan emin olundu. Sektérde bilgi ve beceri sahibi
uzmanlar, hafif zincir ekspresyon plazmidlerinin yapmm igin
kullanilan ydntemin orijinal Fab kiitiiphanesinde bulunan biitiin anti-

KAAGTI antikorlari i¢in kullanilabilecegini anlayacaklardir.

Agr zincir ekspresyon vektérii - agir zincir immiinoglobulinlerini
ireten ckspresyon vektorii, hafif zincir immiinoglobulinlerinin
dretimini saglamak lizere tasarlanmig olup yukanda aciklanan
pTTVKI'e benzer bir sekilde tasarlandi. Insan IgGK sinyal peptidi
sekansmi ve yami sira insan IgGl Fe¢ domaininin CH2 ve CH3
bdlgelerini igeren pYD11 plazmidi (Durocher et al., 2002), insan sabit
CHI1 boélgesini kodlayan ¢cDNA sekansina ligate edilerek modifiye
edildi. Benzersiz restriksiyon endoniikleaz yerlert igerecek sekilde
tasarlanmis olan PCR primerleri OGS1769 ve OGS1770 (SEKANS
KOD NO.: 64 ve 65) kullanilarak, SEKANS KOD NO.: 66 ile 67'de
gosterilen niikleotid sekansimi ve miitekabil amino asit sekansini
igeren insan IgG1l CHI bdélgesi amplifive edildi. IgGK sinyal peptidi
sckansindan hemen sonra gelen 309 baz cifti uzunlugundaki insan
CH1 fragmaninin ligate edilmesi {izerine modifiye plazmide
(SEKANS KOD NO.: 68) pYDI15 ad: verildi. Bu vektore bir segilmis

agir zincir degisken bdlgesi ligate edildiginde, elde edilen plazmid,
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insan sabit bdlgeler1 bulunan bir tam boy IgGl agir zincir
immiinoglobulini kodlar. Tablo 2'de aciklanan sekanslar temelinde,
3D3, 3Gl10, 3C4 ve 3A4 antikorlarinin agir zincir degisken
bdlgelerine (sirastyla SEKANS KOD NO.: 17, 21, 25 ve 45) dzgi
olan ve 5' uglarinda TgGK sinyal peptidinin son 20 baz ¢iftine 6zdes
bir sekans i¢ceren PCR primerleri tasarlandi. Bu primerlerin sekanslari,
SEKANS KOD NO.: 69 (3D3 ile 3G10 ayni 5' ucu sckansina
sahiptirler), SEKANS KOD NO.: 70 ve 3A4'e istinaden SEKANS
KOD NO.: 215'te gosterilmektedirler. 3" u¢larinin son kisimlari 6zdes
oldugu i¢m, 3D3, 3C4 ve 3G10un agir zincir degisken bolgelerini
amplifiye ederken ayni ters primer kullanildi. Bu primerin (SEKANS
KOD NO.: 71) 3' ucunda, insan CHI sabit domaininin ilk 20 baz
ciftine 6zdes olan bir sckans vardi. 3A4 hafif zincir degisken bdlgesi
icin SEKANS KOD NO.: 216 kullamldi. Hem PCR fragmanlari hem
de parcalanan pYDI15, T4 DNA polimerazin 3' - 5' cksoniikleaz
aktivitesi ile islemden gecirildi ve bunun sonucunda, kaynastirma yolu
ile birlestirilen tamamlayict uglar olustu. Kaynastirma reaksiyonlar
kompetan E. coli'ye transforme edildi ve ekspresyon plazmidleri
sekanslama yoluyla dogrulanarak fare agir zincir degisken
bolgelerinin - pYDIS  ekspresyon  vektorime dogru  sekilde
sokulduklarindan emin olundu. Sektorde bilgi ve beceri sahibi
uzmanlar, agir zincir ekspresyon plazmidlerinin yapimi icin kullanilan
yontemin orijinal Fab kiitiiphanesinde bulunan biitiin anti-KAAGI

antikorlar1 i¢in kullamilabilecegini anlayacaklardir.

293F  hiicrelerinde insan [gGl'lerinin  ekspresyonu - Yukarida
anlatildigi gibi hazirlanan ve hafif ve agir zincir immiinoglobulinlerini

kodlayan ekspresyon vektorleri, gecici transfeksiyon sistemi
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kullamlarak 293E hiicrelerinde eksprese edildiler (Durocher et al.,
2002). Baska gegici veya stabil ekspresyon yontemlerini kullanmak da
mimkiindiir. Doku kiiltiirli vasatinda olas1 en biiyiik antikor ¢iktisina
ulasmak amac1 ile hafif zincirin agir zincire oram optimize edildi ve
en 1yl sonucu veren oranin 9:1 (L:H) oldugu tespit edildi. ELISA ile
anti-KAAGI antikorlarinin  (monoklonal, kimerik veya hiimanize)
rekombinan Fc-KAAG1'e baglanma kabiliyetleri dl¢liliip orijinal fare
Fab'lar1 ile kiyaslama yapildi.

Diger Fab'lan bir tam boy IgG'ye (3A4 dahil) donistiirmek ve
antikorlarin ekspresyonu icin bagvurulan uygulama, biitiin icerigi atif
yoluyla buraya dahil edilmis sayilan PCT/CA/2012/000296 numarali
uluslararasi basvuruda daha ayrmtili bir dille anlatilmakta ve

a¢iklanmaktadir.

Ornek 2

3A4 fare monoklonal antikorunun hiimanizasyonu

PCT/CA2009/001586, PCT/CA2010/001795 ve PCT/CA2012/000296
sayili uluslararas1 patentlerde, hiimanize hafif zincir ve agir zincir
degisken bolgelerini olusturmak icin kullanilan 6mek niteligindeki

metodoloji agiklanmaktadir,

3A4 antikoru hafif zincir degisken bélgesinin hiimanizasyonunda,
antikorun %100 c¢er¢eve hiimanizasyonu i¢in onerilen hiimanize
cerceveye ulagsmak tlizere 11 mutasyon yapildi. 3A4 antikoru agir

zincir degisken bdlgesinin  hiimanizasyonunda, antikorun %100
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¢erceve hiimanizasyonu i¢in Onerilen hiimanize cerceveye ulagmak
izere 23 mutasyon yapildi. Bu %100 hiimanize degisken bélge
sekanslari, sirasiyla Lvhl ve Hvhl olarak etiketlendiler (SEKANS
KOD NO.: 189 ve 194). Dikkatle yiiriitillen yapisal ve karsilastirmali
sekans analizlerinde 3A4 fare sekanslarindaki bir dizi pozisyonda
mutasyon s6z konusu olmasi halinde antijen-baglanma afinitesinin
degigsmesinin kuvvetle muhtemel oldugunun gériilmesi sonucunda,
s0z konusu artiklarin korunduklari ek hiimanize sekanslar da
tasarlandi. Degisken bolgelere ait bu sekanslara, Lvh2, Hvh2, Hvh3 ve
Hvh4 adi verildi (SEKANS KOD NO.: 190, 195, 196 ve 197).

Iki hiimanize hafif zincir varyanti (sabit bolge dahil), burada Lhl
(SEKANS KOD NO.: 199) ve Lh2 (SEKANS KOD NO.: 200)
tanimlidir. Dért hiimanize agir zincir varyantt (sabit bolge dahil),
burada Hhl (SEKANS KOD NO.: 202), Hh2 (SEKAN KOD NO.:
203), Hh3 (SEKANS KOD NO.: 204) ve Hh4 (SEKANS KOD NO.:
205) olarak tanimlidir. Iki hiimanize hafif zincir ile dért hiimanize agir
zinciri birlestirerek sekiz hiimanize antikor (Lh1Hhl, Lhl1Hh2,
Lh1Hh3, LhlHh4, Lh2Hhl, Lh2Hh2, Lh2Hh3 ve Lh2Hh4) elde

etmek mumkundiir.

3A4 hafif zincir hiimanize sekansi Lvh2'de (SEKANS KOD NO.:
190), fare sekansindan gelen cerceve artiklart Val-L2 ile Lys-1.45, 1.2
artiginin yarir gomiilii olmasi, hem CDR-L1 hem de CDR-L3 ile temas
etmesi ve antijen ile temas etmeye egilimli olmasindan, L45 artifinin
ise agir zincire yaklagsmasindan dolayt korundular. Bu murin

artiklarinin  her ikisinin de insan c¢ergevelerinde goriilebilecegini

kaydettik. 3A4 agir zincir hiimanize sekans1t Hvh2'de (SEKANS KOD
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NO.: 195), fare sekansindan gelen cerceve artiklar Ile-H2 ile Lys-
L73, H2 artiginin yar1 gdmiilii olmasi, hem CDR-HI hem de CDR-H3
ile temas etmesi ve antijen ile temas etmeye egilimli olmasindan, H73
artiginin ise Vernier zonunu destekleyen CDR-H2'yve ait olmasindan
ve bu iki murin artiZimin da insan c¢ercevelerinde goriilebilecek
olmasindan dolayr korundular. 3A4 agir zincir hiimanize sekansi
Hvh3'te (SEKANS KOD NO.: 196), fare sekansindan gelen Ile-H2 ve
Lys-L73 geri mutasyonlar: ve bunlara ek olarak, ¢er¢eve artiklart Ile-
H48, Ala-H67. Leu-H69 ve Val-H71, butiin bu murin artiklarinin
gomiilil artiklar olmasi ve Vermer zonunu destekleyen CDR-H2'ye ait
olmasindan ve ayrica murin artigt H71'in insan cercevelerinde
goriilebilecek olmasindan dolayr korundular. 3A4 agir zincir
hiimanize artig1 Hvh4'te (SEKANS KOD NO.: 197), Hvh3 hiimanize
varyantinin altt geri mutasyonunun hepsi ve ayrica iki ek fare ¢ergeve
artift Lys-H38 ile Lys-H66, bunlarin hepsinin CDR-H2'ye yakin yari
gomiilii artiklar olmalarindan dolay: korundular. Murin ve hiimanize
zincirlerin ~ elde edilen amino asit sekanslar1  Tablo 1'de
listelenmektedir. Sekil 1a'da, murin ve hiimanize hafif zincir degisken
bolgeleri arasinda yapilan hizalama ve Sekil 1b'de, murin ve hiimanize
agir  zincir  degisken  bolgeleri  arasinda  yapilan  hizalama

gosterilmektedir.

Sekiller 2a ile 2b'de, sirasiyla murin hafif zincir degisken bolgesi ile
%100 hiimanize hafif zincir degisken bdélgesi arasinda yapilan bir
hizalama ve murin agir zincir degisken bélgesi ile %100 hiimanize
agir  zincir degisken bdlgesi arasinda vyapilan bir hizalama
gosterilmektedir. Bu sekillerde, korunan ve ikame i¢in se¢ilmis olan

amino asitler 6zel olarak isaretlenmistir.
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Ornek 3

3A4 hiimanize antikor varyantlarinin Dbirlestirilmesi ve

ekspresyonu

Bu arastirmalarim  amaci, anti-klusterin  antikorlarinin = kinetik
parametrelerini belirlemektir. Somutlastirmak gerekirse, 3A4 anti-
KAAGI] monoklonal antikorunun hiimanize edilmesinin antikorun
insan KAAG!'ine baglamimina iliskin kinetik parametrelerini etkileyip
etkilemedigini belirlemektir. Bu amacla, BioRad firmasindan edinilen
ProteOn XPR36 cihaz1 kullanilarak bir kinetik analiz yoOntemi
gelistirildi. Insan KAAG1'i, bir sensdr ¢ipinin iizerinde immobilize
edildi. Tam boy antikorlar veya Fab fragmanlar1 enjekte edildi ve

immobilize KAAGI ile etkilesime girmelerine 1zin verildi.

Kimerik (murin) 344 agwr ve hafif zincirlerini kodlayan plazmidin

yapimi

Kimerik antikorun agir ve hafif zincirleri, asagida belirtilen
oligoniikleotid  primer  ¢iftleri  kullanilarak  orijinal  murin
immiinoglobulin zincirlerinden PCR ile amplifiye edildiler: agir
zincir, SEKANS KOD NO.: 206'"min kodladigi 5'-oligo ve SEKANS
KOD NO.: 207'nin kodladig1 3'-oligo; hafif zincir, SEKANS KOD
NO.: 208'in kodladig1 5'-oligo ve SEKANS KOD NO.: 209un
kodladigi 3'-oligo. Elde edilen PCR {iriinleri, Hind [1I ile pargalandilar
ve daha Onceden Hind III ile parcalanmis olan pK-CR5'e (SEKANS
KOD NO.: 210) klonlandilar.
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Hiimanize agir Zincir 3A4 varyantlan 1, 2, 3 ve 4'ii kodlayan

plazmidlerin yapinmu

3A4 antikorunun hiimanize agir zincir bélgesini kodlayan fragmanlar
(Hhl, Hh2, Hh3 ve Hh4) GenScript'ten (Piscataway, ABD) temin
edildiler. Kozak ve bitis kodonu sekanslar1 dahil DNA fragmanlan,
HindIIT ile par¢alandilar ve resirkiilarizasyonu onlemek i¢in daha
onceden buzagi bagirsak fosfatazi (NEB) ile fosfattan arindirilmig
olan pK-CRS5 plazmidinin HindIII yerine klonlandilar. Sekil 3a'da,
plazmid pK-CR5-3A4-HC-varyantl'in haritas1  gosterilmektedir.
Hiimanize 3A4'lUn biitlin agir zincir varyantlart benzer bir sekilde

yapildilar.

Hiimanize hafif zincir 3A4 varyantlari 1 ve 2'vi kodlayan

plazmidlerin yapimi

3A4 antikorunun insan hafif zincir bdélgelerini kodlayan fragmanlar
(Lhl ve Lh2) GenScript'ten temin edildiler. Kozak ve bitis kodonu
sekanslar1 dahil DNA fragmanlari, BamHI ile par¢alandilar ve
resirkiilarizasyonu Onlemek i¢in daha Onceden buzagi bagirsak
fosfatazi (NEB) ile fosfattan armndinlmis olan pMPG-CRS
plazmidinin (SEKANS KOD NO.: 211) BamHI yerine klonlandilar.
Sekil 3b'de, plazmid pMPG-CR5-3A4-LC-varyantl'in haritasi
gosterilmektedir. Hiimanize 3A4'lin biitin hafif zincir varyantlar

benzer bir sekilde yapildilar.

Gegici transfeksiyon ¢alismas
Mini-Prep kiti  (Qiagen Inc, Mississauga, ON) {ireticisinin

tavsiyelerine gore kullamilarak kiiglik £. coli kiiltiirlerinden plazmid
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DNA izole edildi. Kisaca tarif etmek gerekirse, 100 pg/ml ampisilin
iceren 2 ml LB vasatina, ligasyon ve transformasyondan sonra alinan
tek bir koloni mokiile edildi. Kiiltiirler, dinamik bir hizla ¢alkalama
(250 devir/dakika) esliginde gece boyunca 37°C sicaklikta inkiibe
edildiler. Daha sonra, kit ile birlikte sunulan protokoller, tamponlar ve
kolonlar kullamlarak 1,5 ml kiiltiirden plazmid izole edildi. DNA, 50
ul steril su kullanilarak eliie edildi. Plasmid Plus Maxi kiti (Qiagen
Inc, Mississauga, ON) Tlreticisinin tavsiyelerine goére kullanilarak
bliyilk E. coli kiiltiriinden plazmid DNA izole edildi. 100 pg/mL
ampisilin igeren 200 mL LB vasatina tek bir taze E. coli kolonisi
inokiile edildi ve Kkiiltiirler, dinamik bir hizla calkalama (250
devir/dakika) esliginde gece boyunca 37°C sicaklikta inkiibe edildiler.
Bakteriler (agir zincire iliskin 130 mL kiiltiir ve hafif zincire iliskin
180 mL kiiltiir), 6000 x g'de 4°C sicakhikta 15 dakika boyunca
santrifiije tdbi tutularak peletlendiler ve plazmid, kit ile birlikte
sunulan protokoller, tamponlar ve kolonlar kullanilarak izole edildi.
Saf plazmidler, steril 50 mM Tris, pH 8'de yeniden siispanse edildiler
ve 260 nm'de optik yogunluk O&l¢limii yapilarak olgiildiiler.
Saflagtirilmis plazmid, transfeksiyondan oOnce fenol/kloroform ile
ckstrakte edilip ardindan etanol ile presipite edilerek sterilize edildi.
Plazmid, steril 50 mM Tris, pH 8'de yeniden siispanse edildi ve 260
nm'de optik yogunluk ile dl¢iildii.

Transfeksiyondan once, hiicreler (CHO-cTA), PBS ile yikandilar ve
siispansiyon kiiltiirinde dekstrak siilfatin bulunmadigr c¢ogaltma
vasatinda (CD-CHO, Invitrogen) 3 saat boyunca 4,0 x 10° hiicre/ml
konsantrasyonunda yeniden siispanse edildiler. Her plazmid

kombinasyonu i¢in, her plazmidden 10 pg/ml Slgiistinde bulunmakta
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olan 50 pg/ml polietilenimin takviyeli 5 ml CDCHO vasatinin (PEI
Max; Polysciences) yavas yavas ilave edilmesi yoluyla 45 ml hiicre
transfekte edildi. Nihai konsantrasyon, 1 pg/ml plazmid ve 5 pg/ml
PEI 1di. 2 saat sonra, hiicreler 30°C sicakliktaki ortama aktarildilar.
Takip eden giinlerde, hiicrelerin iizerine 50 pg/mL dekstran siilfat ve
her takviyeden (Efficient Feed A ve B, Invitrogen) 3,75 ml ilave edildi
ve bunlar, 13 giin boyunca 30°C sicaklikta inkiibe edildiler. 4, 6, 8 ve
11. glinlerde 2,5 ml Feed A ve 2,5 ml Feed B ilave edildi. 13. giinde,
santrifiij yoluyla st faz berraklastinldi ve bir 0,22 pm filtreden
gecirilerek filtrelendi.

CHO hiicreler1 (CHOcTA), CRS promotoriniin regiile ettigi 3A4
antikorunun hiimanize agir ve hafif zincirlerinin farkli varyantlarini
kodlayan plazmidler ile transfekte edildiler. Transfeksiyon, farkli hafif
ve agir zincir kombinasyonlar ile gergeklestirildi. Kontrol olarak,
hiicreler ayrica kimerik/murin antikorunu kodlayan plazmidler ile de

transfekte edildiler.

Antikorun saflastiridmasi

CHO hiicre transfeksiyonlart Amicon Ultra (Ultracell-50k) kaseti ile
1500  devir/dakika  hizla  santrifiije tdbi  tutularak bu
transfeksiyonlardan 15 ml {ist faz konsantre edildi. Konsantre antikor
(550 ul), Nab spin kiti Protein A Plus'nin (Thermo Scientific)
ireticisinin tavsiyelerine uygun kullanilmast yoluyla saflastirildu.
Daha sonra, saflastirilmis antikorlar, nihai hacim 250 pl olana dek
2500 devir/dakika hizla konsantre edici Amicon Ultra (Ultracell-10K)

kaseti ve PBS kullanilarak tuzdan arindinldilar. Saflastirilmis antikor,
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Nanodrop spektrofometresi ile OD,g'de okuma yapilarak élciildii ve -
20°C sicaklikta dondurulmus halde tutuldu. Saflastirilmis antikorun
bir alikotu, esit bir hacimdeki Laemmli 2X'de yeniden siispanse edildi,
95°C sicaklikta 5 dakika boyunca 1sitildi ve buz {izerinde sogutuldu.
Insan Miyelom plazmasindan (Athens Research) bilinen bir miktarda
saflastirilmis insan IgG1 kappasi kullanilarak bir standart egri yapildi.
Numuneler, bir poliakrilamid Novex %10 Tris-Glisin jeli (Invitrogen
Canada Inc., Burlington, ON) iizerinde ayrildilar ve 275 mA'da 1 saat
boyunca bir Hybond-N nitroseliiloz membranmmin  (Amersham
Bioscience Corp., Baie d'Urfée, QC) {lizerine aktarildilar. Membran,
PBS'de bulunan %0,15 Tween 20, %5 yagsiz siitte 1 saat boyunca
bloke edildi ve Cy5'e konjuge olan bir Keci anti-Insan 1gG'si (H+L)
(Jackson, Katalog No. 109-176-099) ile birlikte 1 saat boyunca inkiibe
edildi. Sinyal, Typhoon Trio+ tarayict (GE Healthcare) ile tarama
yapilarak agiga ¢ikarildi ve 6lgiildii. Sekil 4'te gosterildigi gibi, 3A4
hiimanize antikor varyantlarimin biitiin  kombinasyonlarnt CHO

hiicrelerinde eksprese edildi.

Ornek 4
Murin ve hiimanize 3A4 antikorunun Kkinetik analizi

Malzemeler

GLM sensor ¢ipleri, Biorad ProteOn amin kenetleme kiti (EDC, sNHS
ve etanolamin) ve 10 mM sodyum asetat tamponlar, Bio-Rad
Laboratories (Mississauga, ON) firmasindan satin alindilar. HEPES
tamponu, EDTA ve NaCl, Sigma-Aldrich (Oakville, ON) firmasindan
satin alindilar. %10 Tween-20 ¢o6zeltisi, Teknova (Hollister, CA)

firmasindan satin alindi. Kec¢i anti-insan [gG Fc fragmani spesifik
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antikor, Jackson ImmunoResearch firmasindan satin alindi. Jel
filtrasyon kolonu Superdex 75 10/300 GL, GE Healthcare firmasindan

satin alinda.

Jel filtrasyonu

3,114 mg/ml konsantrasyonunda ve 220 pl hacminde bulunan
KAAGI proteini, Superdex G75 kolonuna enjekte edildi. Ayristirma,
Tween 20 bulunmayan HBST yiiriitme tamponunda (asagiya bakiniz)
0,4 ml/dakika hizla gerceklestirildi. Toplanan fraksiyonlarin hacmi
500 ul'ydi. Fraksiyonlardaki KAAGI1 konsantrasyonu, 5500 sonliim
katsayis1 ve 8969 molekiil agirliginda ODogo'de belirlendi. Sekil 5,
KAAGI'in jel filtrasyon profilini temsil etmektedir. 11 ml civarinda
potansiyel agregata iliskin ufak bir pik eliie olmaktadir. 13 ml'de eliie
olan protein, SPR eseyi i¢in analit olarak kullanildi (fraksiyonlar 15 -

19).

SPR biyosensor eseyleri

Biitlin yiizey plazmon rezonans eseyleri, bir BioRad ProteOn XPR36
cihaz1 (Bio-Rad Laboratories Ltd., Mississauga, ON) kullamlarak
25°C sicaklikta HBST yiiriitme tamponuyla (10 mM HEPES, 150 mM
NaCl, 3,4 mM EDTA ve %0,05 Tween 20, pH 7.4) ger¢eklestirildiler.
Anti-fare Fc yakalama yiizeyi, analit (yatay) yoniinde 30 uL/dakika
hizla 300 saniye boyunca enjckte edilen standart BioRad sNHS/EDC
¢ozeltilerinin 1:5 oranindaki bir seyreltisi ile aktive edilen bir GLM
sensor ¢ipi kullanilarak olusturuldu. Aktivasyondan hemen sonra, 10

mM NaOAc, pH 4,5'te yer alan 13 pg/ml dlgiisiindeki bir anti-insan
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IgG Fc fragman spesitik antikor ¢ozeltisi, yaklagik 8000 rezonans
birimi (RU) immobilize olana dek 25 pL/dakika akis hiziyla analit
yoniinde enjekte edildi. Kalan aktif gruplar, analit yoniinde 30
pL/dakika hizla 300 saniye boyunca 1 M etanolamin enjekte edilerek
sondiiriildiller ve boylece ayrica, blank referans olarak kullanilmak
lizere sahte-aktive interspotlar olusmasi saglandi. 3A4 varyantlan
arasinda KAAG]1'e baglanim yodniinden yapilan tarama iki basamakla
gergeklestirildi: hiicre Ust fazindaki 3A4 varyantlarinin  ligand
yOniinde (diisey) anti-insan IgG Fc fragmam spesifik yiizey lizerinde
dolayli bir sekilde yakalanmasi ve ardindan analit yoniinde bir
KAAG] enjeksiyonu. Oncelikle ligand yoniinde 100 pL/dakika hizla
30 saniye boyunca bir tampon enjeksiyonu yapilarak taban c¢izgisi
stabilize edildi. Her 3A4 yakalamasi ig¢in, hiicre kiiltiirii vasatlarindaki
saflastirillmamis  3A4  varyantlarn HBST'de %4'e varana dek
seyreltildiler ya da HBST'de yer alan yaklasik 1,25 pg/mL 6l¢iistinde
saflastirilmis 3A4 kullanildi. Yabani tip 3A4 ile birlikte dort 114 bes
adet 3A4 varyanti, aynn ligand kanallarma 25 pL/dakika hizla 240
saniye boyunca eszamanli olarak enjekte edildi. Bunun sonucunda,
anti-insan [gG Fc fragmam spesifik ylizey lizerinde yaklagik 400-700
RU diizeyinde satiire edici olgiide 3A4 yakalandi. Birinci ligand
kanal, gerekirse ve gerektiginde bir blank kontrol olarak kullanilmak
lizere bos birakildi. Bu 3A4 yakalama basamagindan hemen sonra
analit yoniinde i1ki tampon enjeksiyonu yapilarak taban c¢izgisi
stabilize edildi ve daha sonra jel filtrasyonu ile saflastirilmis KAAGI
enjekte edildi. Tipik bir tarama icin, bes KAAGI1 konsantrasyonu (8,
2,66, 0,89, 0,29 ve 0,098 nM) ve kontrol amagli tampon, ayr1 analit
kanallarina 50 pl/dakika hizla 120 saniye boyunca eszamanlh olarak

enjekte edildi ve 600 saniyelik bir ayrisma faz1 uygulandi ve bunlar
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sonucunda, yakalanan 3A4 varyantlarinin her biri i¢in bir tampon
referanst bulunan bir dizi baglanma sensorgrami elde edildi. Bir
sonraki enjeksiyon dongiisii i¢in anti-insan IgG Fc¢ fragmam spesifik
ylizeyl hazirlamak icin, anti-insan IgG Fc fragmani spesifik - 3A4
kompleksleri 100 pL/dakika hizla 18 saniye boyunca 18 saniyelik bir
%0,85 fosforik pulsu verilerek rejenere edildiler. Sensorgramlar
hizalandilar ve biri tampon blank enjeksiyonu ve digeri interspotlar
olmak lizere iki referansla eglestirildiler ve elde edilen sensorgramlar,
ProteOn Manager yazilimi v3.0 kullanilarak analiz edildiler. Referans
alinan sensorgramlarin lokal R, kullamlarak 1:1 Langmuir baglanma
modeline uydurulmasi yoluyla kinetik ve afinite degerleri belirlendi ve
elde edilen hiz sabitlerinden (kqs™'/k, M's™") afinite sabitleri (Kp M)

saptandi.

Hiz ve afinite sabitlerinin belirlenmesi

Sekil 6'da, saflastiriloms murin 3A4%, bir kimerik olarak gecici
eksprese edilmis murin 3A4'G ve gegici eksprese edilmis hiimanize
varyantlar ile KAAGI'in etkilesimine iliskin birlesme (k,, 1/Ms) ve
ayrisma (ky, 1/s) hiz sabitleri ve afinite (K, M) sabitlen
Ozetlenmektedir. Bu sabitler, Sekiller 7a-c'de grafiksel olarak
sunulmaktadir. Saf parenteral, kimerik ve hiimanize 3A4
varyantlarinin birlesme hiz sabitleri ¢ok yakindir (Sekil 7a). Saf
parenteral 3A4'e kiyasla gegici eksprese edilmis kimerigin ayrisma hiz
sabiti ¢cok benzerdir ve bu bulgu, transfeksiyon prosediiriiniin KAAG1
ile antikor arasindaki etkilesime iliskin parametreleri degisiklige
ugratmadigimi  gostermektedir (Sekil 7b). Bununla birlikte, biitiin

hiimanize varyantlarin bir miktar farkhh bir hiz degerine, yani daha
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yiiksek bir ayrisma hizina sahip olduklarn gorilmektedir (Sekil 7b).
Bu, afinite sabitlerine de yansimaktadir (Sekil 7c). Ozetle, hiimanize
varyantin baglanma afinitesi (logKp) ile parent antikorda (LcHc)
yapilan geri mutasyonlarin sayist arasinda dogrusal bir bagmnti séz
konusudur; baglanma afinitest azaldikca mutasyonlarin sayisi
artmaktadir, Bununla birlikte, hi¢bir fare artiginin  muhafaza
edilmemis oldugu en kétii varyant (HIL1, 0,47 nM) ile 10 adet fare
artiginin muhafaza edilmis oldugu en 1yi varyant (H4L2, 0,1 nM)
arasinda baglanma afinitesi yoniinden yalnizca 4 kathik bir fark soz
konusudur. Son olarak, biitiin varyantlannn KAAGl'e yidnelik
baglanma afinitelerinin nanomolar alti diizeylerde oldugu ve en iyi
varyantin (H4L2, 0,1 nM) murin antikoruna (LcHc, 0,057 M) kiyasla
yaklagik 6 kat daha zayif bir afinite sergiledigi tespit edildi. Genel
olarak bakildiginda bu sonuglar, varyantlarin hepsinin KAAGl'e
yonelik  yliksek afinite ortaya koydugunu ve dolayisiyla

hiimanizasyonun basarili oldugunu gostermektedir.

Ornek 5

Bir ELLISA'da 3A4 hiimanize varyantlarinin KAAG1'e baglaninm

Hiimanize 3A4 varyantlarinin baglanma aktivitelerini murin 3A4
antikorunun baglanma aktivitesi ile karsilasgtirmak icin ELISA
yontemleri de kullanmildi. Rekombinan insan KAAGI1' gece boyunca
06-kuyucuklu plakalarin tlizerine kaplandi, yikandi ve artan
miktarlarda murin veya hiimanize 3A4 varyantlan ile oda sicakligi
altinda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Yikama basamaklarinin

gergeklestirildigi bir diger ¢evrimin ardindan, kuyucuklara HRP'ye
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konjuge bir anti-insan antikoru ilave edildi ve bagli 3A4 antikoru,
Absysg'de kalorimetrik olarak olgiildii. Sekil 8a'da gosterildigi gibi,
hiimanize varyantlar (LhlHhl, LhlHh2, LhlHh3 ve LhlHh4),
KAAGI1'e 0,016 nM kadar yiiksek bir afiniteye sahip olan murin 3A4
(LcHe) ile ¢ok benzer bir kuvvette baglandilar. Bu bulgu, s6z konusu
dért hiimanize agir zincir varyantinin dordiiniin de hiimanize hafif
zincirin L1 varyanti ile birlestirilmeleri halinde orijinal h3A4 agir
zinciri ile denk ve karsilastirillabilir sonuglar verdiklerini gosterdi.
Sekil 8a'da, agir zincir varyantlart 3A4 hiimanize hafif zincirinin Lh2
varyant1 birlestirildiklerinde elde edilen sonuglar gosterilmektedir. Bu
durumda, varyantlarin baglanimlan arasinda bir farklilik soz
konusuydu. Ornek vermek gerekirse, murin 3A4'e en yakin profili
cizen varyant Lh2hh4'ti. Bu sonug, agir zincirin 4 numarali
varyantinin KAAG]1'e yonelik en yiiksek afiniteye sahip olan varyant
oldugunu gosteren SPR verileri ile tutarh ve uyumluydu. Bu baglanma
sonuglart birlikte ele alindiginda goriillmektedir ki, bu eseyde
hiimanize varyantlarin hepsi insan KAAGI"1 ile etkilesime
girmektedir. Aralarinda hemen géze c¢arpmayan bazi farkliliklar
bulunsa da, ELISA'da elde edilen baglanma sonuglari, SPR sonuglari

ile uyumluydu.

Ornek 6

3A4 hiimanize varyantlarinin kanser hiicrelerinin yiuzeylerine

baglanimlar

Hiimanize 3A4 varyantlarinin kanser hiicrelerinin ylzeyleri tizerinde

eksprese  olan KAAGI ile etkilesime girme kapasitelerini
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degerlendirmek amaciyla akig sitometrisi kullanildi. Bu amagla, daha
onceden akis sitometrisi ile 3A4'e etkin Olciide baglandiklarini
gostermis oldugumuz SKOV-3 yumurtalik kanseri hiicreleri, sekiz
hiimanize varyant ve orijinal murin antikoru ile inkiibe edildiler.
Kisaca tarif etmek gerekirse, SKOV-3 hiicreleri, EDTA bulunan
plakadan alindilar ve 3,0 mg/ml, 0,3 mg/ml ya da 0,3 mg/ml antikor
ile 1 saat boyunca buz {izerinde inkiibe edildiler. Ug¢ yikama
basamagmin ardindan, hiicreler, FITC'ye konjuge sekonder antikor
anti-insan IgG'si ile 1 saat boyunca buz tizerinde inkiibe edildiler. Bir
akis sitometresinde hiicre yiizeyl floresans1 Olgiilmiis olup, bu
olcimden elde edilen degerler Sekil 9'daki histogramda
gosterilmektedir. Goriilebilecegi gibi, biitlin varyantlar permeabilize
edilmemis hiicrelerde yiizey tizerindeki KAAGI'Q tespit ctmeyi
bagardilar ve en kuvveth sinyaller 3A4 antikorlarinin en yiiksek
konsantrasyonunda (3 mg/ml) elde edilirken, antikor konsantrasyonu
diistikce sinyaller de zayifladi. Farkli varyantlar arasindan en fazla
sayida murin geri mutasyonu bulunan varyantlar (Sekil 9, bkz:
Lh1Hh4 ve Lh2Hh4), hiicrelerin yilizeyleri tizerindeki KAAGI] ile en
yiiksek aktiviteyl ortaya koyarak etkilesime giren varyantlar oldular.
LhiHh4 ile Lh2hh4, gercekten de murin 3A4 antikoruna (LcHc)
kiyasla KAAGI'e yonelik biraz daha gelismis bir hiicre ylizeyi

baglanimi gosterdiler.

Ornek 7

Bu o6rnekte, anti-KAAG1 antikorlarmin  TNBC'de KAAGI
ckspresyonunu tespit etmek amaci ile kullanimi anlatilmakta ve

aciklanmaktadir.
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TNBC numunelerinde KAAGI1 antijeninin bulunup bulunmadigim
belirlemenin bir yolu olarak immiinohistokimya gerceklestirildi. Hasta
biyopsilerinden edinilen 139 meme timdéri numunesinin bulundugu
doku mikro-dizileri elde edildi. Parafine gomiili epitel meme timorii
numuneleri, lamlarnn lizerine yerlestirildiler ve 50°C sicaklikta 15
dakikahgna fikse edildiler. Ardindan numuneler ksilen ile iki defa
islemden gegirilip akabinde %100, %80 ve %70 ctanolde pes pese 5
dakikalik yikamalarla dehidre edilerek parafinden arindirildilar.
Lamlar, PBS'de 5 dakika boyunca ¢ defa yikandilar ve antijeni ortaya
cikarmak maksadiyla antijen geri kazanmim cozeltisi (I mM EDTA, pH
8,0) ile 1slemden gegirildiler. Lamlar metanolde yer alan H,0, ile
inkiibe edilerek endojen peroksidaz reaktif tiirler ¢ikarildi ve lamlarin
serum icermeyen bloke edici ¢ozelti (Santa Cruz Biotech) ile oda
sicakligr altinda 5 dakika boyunca inkiibe edilmeleri yoluyla blokaj
gergeklestirildi. Ardindan oda sicakliginda 1 saat boyunca primer
antikor (anti-KAAGI1 3A4) ilave edildi. KAAG-1 reaktif antijen,
biyotin-konjuge fare anti-kappa ile ve ardindan streptavidin-HRP
tersiyer antikoru ile inklibasyon gergeklestirilerek tespit edildi.
Lamlarin DAB-hidrojen peroksidaz substrati ile 5 dakikadan kisa bir
siire boyunca islemden gecirilmeleri yoluyla pozitif boyanma a¢iga
cikarildi ve daha sonra hematoksilin ile karsit boyamaya tabi tutuldu.
KAAG1 proteininin  meme timdéri  numunelerinin  biiyiik
cogunlugunda ¢ok yiiksek seviyelerde eksprese oldugu tespit edildi.
Sekil 10'da, 139 adet timdr igeren temsili bir dizi gdsterilmektedir.
Somutlastirmak gerekirse, TNBC olduklar: teyit edilen 15/20 biyopsi
numunesi (Sekil 10, yildiz isareti ile gosterilen numuneler), 3A4
antikoruna karst KAAG!L ekspresyonu yonlnden kuvvetli dlgiide

boyandi. Bu immiinohistokimyasal calismalar birlikte ele
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alindiklarinda, monoklonal antikorlarin meme kanserinde, 6zellikle de
TNBC'de KAAGI1 belirleme konusunda faydali olduklarini ortaya
koymaktadirlar.

Ornek 8

Bu o6rnekte, anti-KAAG!1 antikorlarinin TNBC hiicre hatlarinda
KAAGI1 ekspresyonunu belirleme amacgli kullanimi anlatiimakta ve

agiklanmaktadir.

KAAGI1 kodlayan ¢DNA'min primer yapisina dair yapilan
biyoenformatik analizinden, biyokimyasal ¢aligmalardan ve proteini
epitel hiicrelerde immiinohistokimyasal tekniklerle tespit edip
belirleme ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, KAAGI antijeninin
hiicre yiizeyi lizerinde yer aldigini gosterdi. Fakat KAAGI'in
gergekten de TNBC  hiicrelerinin  yiizeyleri lzerinde eksprese
oldugunu kamtlamak i¢in daha kesin ve dolaysiz kanitlara ihtiyag
vardl. Bu analizi gerceklestirmek ig¢in, bir ticari satictdan (ATCC,
Manassas, VA) meme kanseri hiicre hatlar1 edinildi ve bunlar akis
sitometrisi deneylerinde kullanildilar. KAAG1 mRNA'sina 06zgii
primerlerin kullanildiklann daha Onceden gergeklestirilmis olan RT-
PCR ekspresyon analizlerinde, belirli meme kanseri hiicre hatlarmin
KAAGI mRNA'simt  eksprese  ettikleri  gorilmiistii  (bkz:
PCT/CA2007/001134). Bundan dolayi, KAAGI! antijeninin hiicre
ylzeyleri tizerindeki varlifini  belirlemek amaciyla bu hiicre
hatlarindan bazilari se¢ildi. Bunu dogrulamak i¢in, ti¢lii negatif MDA-
MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468, BT-20 ve BT-549 hiicre
hatlari, 3A4 anti-KAAG1 antikoru kullanilarak KAAGI'in yiizey



10

15

20

25

170

ekspresyonu yoéniinden test edildiler. Ek olarak, analize adlarn T47D
ve MCF7 olan ve li¢li negatif olmayan meme kanseri hiicre hatlar1 da
dahil edildi. Son olarak, akis sitometrisi deneyi (FCM) icin bir negatif
kontrol goérevi gdérmesi adma, tespit edilemez diizeyde KAAGI
antijeni ekspresyonu sergileyen 293-6E adli bir kontrol hiicre hatti
katildi. FCM analizinin amaglar1 dogrultusunda, hiicreler, 5 mM
EDTA kullanilarak hasat edildiler, bir hemositometre ile sayildilar ve
2 x 10° hiicre/ml hiicre yogunlugunda FCM tamponunda (1x PBS'de
%0.,5 BSA, %0,01 ke¢i serumu) yeniden siispanse edildiler. 100 ul
hiicrenin lizerine 0,5 pg/ml nihai konsantrasyonunda kimerik 3A4
anti-KAAGI antikoru veya bir kontrol amag¢h TgG ilave edildi ve
olusan igerik takip eden 1 saat boyunca buz iizerinde inkiibe edildi.
Daha sonra baglanmamis olan antikorlar1 uzaklastirmak amaci ile
hiicreler soguk FCM tamponunda yikandilar, ardindan FITC sekonder
antikoruna konjuge anti-insan IgG'si (1:200 oraninda seyreltilmis)
iceren 100 pl FCM tamponunda yeniden sispanse edildiler ve
miiteakip 45 dakika boyunca buz {izerinde inkiibe edildiler. Soguk
FCM tamponunda gergeklestirilen bir diger yikama basamagindan
sonra, hiicreler 300 ul FCM tamponunda yeniden siispanse edildiler
ve bir akis sitometresi ile analiz edildiler. Her numuneye 10 pg/ml
propidyum 1iyodiir ilave edilerek 6lii hiicrelerin ¢ergeve icine
alinmasina olanak saglandi. Yapilan li¢ bagimsiz deneyden elde edilen
sonuglar Sekil 11'de gosterilmekte olup, bu sekilde yer alan ortalama
floresans yogunlugundaki (MFI) misli cinsinden artis, hiicreler negatif
kontrol amagh insan IgG'si ile inkiibe edildiklerinde elde edilen ve
keyfi olarak 1'e ayarlanmis olan sinyale kiyasla hiicreler 3A4 antikoru
ile inkiibe edildiklerinde elde edilen sinyale iliskin geometrik ortalama

degerini temsil etmektedir. Antikorlarin kontrol 293-6EHEK-293
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hiicreleri ile inkiibasyonu, hiicreler primer antikor olmadan inkiibe
edildiklerinde eclde edilen sinyale yakin floresans sinyallerinin
olusmasi ile sonuglandi. Ayrica, 3A4 ile elde edilen sinyal ile kontrol
[gG'si ile elde edilen sinyal arasinda istatistiksel acidan anlamli bir
tark yoktu. Dahasi, kontrol IgG'si meme kanseri hiicre hatlari ile
inkiibe edildiginde elde edilen sinyaller, kontrol 293-6E hiicreler: ile
elde edilen sinyallere ¢ok yakindi. Diger yandan, 3A4 antikoru meme
kanseri hiicre hatlar ile inkiibe edildiginde tespit edilebilir floresans
sinyaller1 gozlemlendi. Her ne kadar degisken miktarlarda floresans
gézlemlenmis olsa da, en ylksek KAAGI miktari ki TNBC hiicre
hatti olan MDA-MB-231 ile BT-20 hiicre hatlarindaki hiicrelerin
yiizeyleri lizerinde tespit edildi (bkz: Sekil 11; TNBC hiicre hatlan bir
yildiz isareti ile gosterilmektedirler). Gergekten de bes TNBC hiicre
hattinin besi de bu kosullar altinda KAAG]1 ekspresyonu yoniinden
pozitif sonu¢ verdi. T47 D ve MCF-7 hiicreleri de KAAGI eksprese
etti. Bu bulgular birlikte ele alindiginda anlasilabilecegi iizere, bu akis
sitometrisi analizi, KAAG!1'in hiicre yiizeyleri Uzerinde en yliksek
diizeyde eksprese oldugu hiicre hattinin TNBC hiicre hatt1 oldugunu

gostermektedir.

Ornek 9

3A4 anti-KAAGI1 antikorunun bir antikor Kkonjugati olarak

Kullanim i¢in yontemler

Yukarida gosterildigi  gibi, KAAGI antijeni, akis sitometrisi
kullamlarak kanser hiicrelerinin yiizeyleri lizerinde 3A4 ile tespit

edilmistir. Bir antikor hiicrelerin ylizeyleri iizerinde bulunan hedefine
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baglandiginda meydana gelebilecek bir dizi farkli molekiiler olay
vardir. Bunlar arasinda asagida belirtilenler bulunur: 1) baska bir hiicre
yiizeyl antijeni/reseptoriine veya bir liganda erisimin bloke olmasi; i1)
hiicrelerin ADCC veya CDC araciligiyla hedef alinmasina olanak
saglayacak nispeten stabil bir antikor-antijen kompleksinin olusmasi;
i) agonistik antikorlarin  kullanildigr  durumlarda oldugu gibi,
sinyallesme olaylari meydana gelebilir; iv) kompleks, internalize
olabilir; veya v) kompleks, hiicre yiizeyinden kopup ayrilabilir. Bu
soruya cevap verebilmek i¢in, 3A4 antikoru-KAAGI kompleksinin
hiicrelerin yiizeyleri tizerindeki davramsini inceledik. Bu deneyde
pozitif kontrol olarak, daha onceki internalizasyon deneylerinde
bagarniyla kullanilmis olan (bkz: PCT/CA2009/001586) yumurtalik
kanseri hiicre hattt SKOV3 kullanildi. MDA-MB-231 TNBC
hiicreleri, Ornek 3'te tarif edildigi gibi plakaya yatirldilar, yikandilar
ve 0,5 pg/ml kimerik 3A4 antikoru ile inkiibe edildiler. Yikama
isleminden sonra, tam ve cksiksiz vasat ilave edildi ve hiicreler 60
dakikaya varan bir siire boyunca tutulacaklar1 37°C sicakhigindaki bir
ortama yerlestirildiler. Hiicreler belirtilen zaman noktalarinda (bkz:
Sekil 12) ¢ikarildilar, hizla sogutuldular ve FITC-konjuge anti-insan
IgGsi 1le gergeklestirilecek akis sitometrisine hazir hale getirildiler ve
bahsi gegen analizden elde edilen sonuglar, 0 zaman noktasinda
kaydedilen sinyale kiyasla hiicre yiizeyi lizerinde kalan ortalama
floresans yogunlugu yiizdesi olarak ifade edildiler (bkz: Sekil 12;
Yiizey sinyali (0 zaman noktasina kiyasla kalan %)). Sekil 12'de
gosterildigi gibi, 3A4 antikorn MDA-MB-231 hiicreleri ile inkiibe
edildiginde (Sekil 12; sekilde MDA-231 olarak gésterilen siyah
cubuklar) floresans sinyali hizla distii ve 30-45. dakika itibariyla
maksimum sinyal kaybina ulasildi. Meydana gelen sinyal kaybi, 3A4
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antikoru SKOV3 hiicreleri ile inkiibe edildiginde (Sekil 12; gri
cubuklar) gozlemlenen sinyal kaybi ile denk ve karsilastirilabilir
diizeydeydi. Bu bulgu, 3A4/KAAGI] kompleksinin hiicrelerden
kayboldugunu gostermekte olup, bu da kompleksin internalize olmus
olmasinin kuvvetle muhtemel olduguna isaret etmektedir. Hiicre
ylizey1l floresansindaki bu azalmadan sorumlu olan mekanizmay:
acikliga kavusturmak amaci ile yiiriitiilen preliminer calismalar,
kompleksin internalize olmus gibi gdziiktiigiini ortaya koydu.
Hiimanize 3A4 antikorlann ile de benzer sonuglar elde edilmesi

beklenmektedir.

iki ek TNBC hiicre hattiyla, yani MDA-MB-436 (Sekil 13) ve BT-20
(Sekil 14) ile de benzer sonuglar elde edildi ve bdylece 3A4/KAAGI
kompleksinin birden ¢ok sayida TNBC hiicre hattindaki hiicrelerin
yiizeyleri lizerinde internalize oldugu teyit edilmis oldu. Diger yandan,
MDA-MB-436 ve T47D'nin yiizeyleri iizerinde de 3A4 baglanimina
dair benzer MFI seviyeleri kaydedilmis olmasina ragmen (Sekil 11),
3A4 antikoru T47D hiicre hatt1 ile inkiibe edildiginde hiicre yiizeyi
lizerinde sinyal kaybi gozlemlenmedi. Bu bulgu, 3A4/KAAGI
kompleksi internalizasyonunun ti¢lii negatif olmayan hiicrelere kiyasla
TNBC hiicrelerinde daha yiiksek bir diizeyde meydana gelmis olmas:

ihtimalinin s6z konusu olduguna (Sekil 15) isaret etmektedir.

Bu bulgular, internalizasyonun mikroskopik olgekte gdzlemlenip
gozlemlenemeyecegini  gérmek amaci  ile  canli  hiicrelerde
immiinofloresans gerceklestirilerek biraz daha ileri bir diizeyde teyit
edildiler. MDA-MB-231 hiicreleri, lamellerin tlzerine ckildiler ve
hiicreler yeterli ol¢liide yapistiktan sonra, 10 pg/mL Glgiisiinde 3A4
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anti-KAAGI1 kimerik antikoru igeren taze vasat ilave edildi ve
olusturulan igerik miiteakip 4 saat boyunca 37°C sicaklikta inkiibe
edildi. Ardindan hiicreler PBS'de yikanip akabinde 20 dakikaligina
(PBS'de yer alan) %4 paraformaldehitte fikse edildiler. Yikama
yapildiktan sonra, hiicreler, 5 dakika boyunca PBS'de yer alan %0,1
Triton X-100 ile permeabilize edildiler. Daha sonra PBS'de yer alan
%1,5 kuru siit ile 1 saat boyunca blokaj gergeklestirildi. PBS'de yer
alan %]1,5 slitte 2 saat boyunca anti-LAMP1 (Santa Cruz, sc-18821;
1:100 oraninda seyreltilmis) ile inkiibasyon gerceklestirilerck lizozom
ile iligkili membran proteini l'e (LAMPI, Chang et al., 2002) dair
tespit yapildi. PBS'de yikama yapildiktan sonra, %1,5 siit ile birlikte
sekonder antikorlar ilave edildi ve icerik 1 saat boyunca inkiibe edildi.
Anti-KAAGI kimerik antikoru icin kullanilan sekonder antikor, 1:300
oraninda seyreltilmis bir Rhodamin Kirmizi-X-konjuge esck anti-
insan IgG'si (H+L) 1di. Anti-LAMP1 antikoru i¢in kullanilan sekonder
antikor, 1:300 oraninda seyreltilmis bir DyLight488-konjuge keci anti-
insan IgG'si (H+L) idi. Her iki sekonder antikor da Jackson
ImmunoResearch firmasindan edinildi. Lameller PBS'de yikandilar ve
DAPI bulunan Prolong Gold solma 6nleyici reaktife gémildiiler. Sekil
7'de gosterildigi gibi, MDA-MB-231 kanser hiicrelerinin bulundugu
ortamda 37°C sicaklikta 4 saatlik inkiibasyondan sonra, endozomal-
lizozomal-bazli internalizasyon yolaklar1 icin tipik bir bulgu olarak
3A4 antikorunun yer aldig1 komplekslerin agirlikli olarak peri-niikleer
alan yakinlarinda (oklarla gdsterilmektedir; Sekil 16'daki sol panelde
yer alan kirmizi boyali bélgelere bakiniz) bulunduklart tespit edildi.
Bir lizozomal marker olan LAMP1 goérintiilendiginde ve bu markerin
de aym alanlarda eksprese oldugu tespit edildiginde (oklarla

gosterilmektedir; Sekil 16'daki orta panelde yer alan yesil boyah
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bolgelere bakimz) bu gozlem ilaveten teyit edilmis oldu. Daha da
onemlisi, yukarida bahsi gegen iki goriintii birlestirildiginde, 3A4
antikoru ile anti-LAMPI antikorunun aym yapilarda bulunduklarina
isaret eden sari-turuncu yapilarla bezeli bir gortintli olustu (oklarla
gosterilmektedir; Sekil 16'daki sag panelde yer alan san boyali
bolgelere bakimz). Kanser hiicrelerinin yiizeyleri lizerinde bulunan
KAAGI'e baglanan 3A4 ile bir ge¢ endozom/lizozom markeri olan
LAMPI'n ayn1 boélgelerde yer aldiklarima isaret eden bu bulgu,
antikor/antijen kompleksinin internalize edilmis oldugunu ve 3A4
antikoru 1le konjugasyon iliskisi kurularak kullanilan bir yiikiin serbest
kalmasi icin uygun bir yolag izledigini gostermektedir. Bir diger
TNBC hiicre hatt1 olan BT-20 ile de aym sonuclar gézlemlendi (bkz:
Sekil 17).

Bu bulgular birlikte ele alindiginda anlasilabilecegi iizere, bu
calismalar, 3A4 gibi KAAGI'e 6zgili antikorlarin bir antikor konjugat
formunda, somutlagtirmak gerekirse bir antikor-ila¢ konjugati (ADC)
formunda kullanom  olanaklarinin ~ bulundugunu  kanmitlamistir.
Dolayisiyla, TNBC'lerin KAAGl'e yo0nelik yiiksek diizey bir
spesifisiteye sahip olmalart ve bu hedefin hiicrelerde internalize olma
kapasitesine sahip olmasi, uygulamalarin bir ADC formunda

gelistirilmesine katkida bulunmaktadir.
Ornek 10
Anti-KAAG]1 antikorlarimin ER proteini ekpresyonu ve/veya PgR

proteini ekspresyonu eksikligi s6z konusu olan ve/veya HER2 proteini

asirt ekspresyonu bulunmayan hiicreleri etkin bir sekilde hedef alip
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oldiirebilecegini kamtlamak igin, 3A4-ADC1 ve 3A4-ADC2 adim
verdigimiz iki antikor-ilag konjugati (ADC) iirettik.

Bu amacgla kimerik 3A4 antikorunu kullandik ve bu antikoru,
internalizasyon akabinde lizozomal enzimlerin 6zel olarak secip
yaracagl yiiksek diizeyde stabil bir peptid baglayicis1 aracihiiyla bir
sitotoksik ilag ile konjuge ettik (3A4-ADC1) ya da yarilabilir olmayan
bir baglayici araciligiyla bagka bir anti-mitotik ilag ile konjuge ettik
(3A4-ADC2). Kullanilan sitotoksik 1lag, konjugatin hiicrelere

internalize olmasindan sonra aktif hale gegebilir.

3A4 ADC'lerinin TNBC hiicrelerinin ylizeyleri lizerindeki KAAG1'
tespit etme kabiliyetleri, burada agiklanan yontemler gercevesinde akis
sitometrisi kullanilarak belirlendi. Kisaca deginmek gerekirse,
konjuge edilmemis 3A4, 3A4-ADCI1, 3A4-ADC2 ve bir kontrol
amach IgG, KAAGI-pozitif olan MDA-231 TNBC hicrelerinin
esliginde inkiibe edildiler. Elde edilen sonuclar, hangi ila¢ ile olursa
olsun 3A4 konjugasyonunun 3A4 ile MDA-231 gibi U¢li negatif
meme kanseri hiicreleri arasindaki baglanma iligkisini etkilemedigini

gosterdi (1lgili veriler sunulmamaktadir).

3A4 ADC'lerinin TNBC hiicrelerinin yiizeyleri lizerinde eksprese olan
KAAGI1'e baglanabildikleri teyit edildikten sonra, s6z konusu
ADC'lerin bu hiicrelere karsi ortaya koyduklari sitotoksisite hiicre
proliferasyon eseyleri ile degerlendirildi. MDA-231 veya TOV-112D
hiicreleri, onceki Orneklere istinaden yukarida anlatildign  gibi
kiiltirlendiler. Hiicreler, %5 CO, ve 37°C kosullan altinda gece
boyunca kuyucuk bagma 200 pl vasat bulunan 96 kuyucuklu plakalara
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3000 hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekildiler. Ertesi giin vasatlar,
0,122 nM ile 500 nM arasinda degisen konsantrasyonlarda antikor
igeren taze vasatlar ile degistirildiler ve tazelenen igerik takip eden 72
saat boyunca 37°C sicaklik altinda inkiibe edildi. Bu kosullar iicer
kuyucukta tekrarlandi. Ureticisinin sundugu protokol cercevesinde
CellTiter 96 Aqueous One Solution (Promega, Madison, WI)
triintiniin kullanildig1 bir hiicresel proliferasyon eseyiyle sag kalan
hiicrelerin sayis1 belirlendi. Ham veriler toplandiktan sonra, sonuglar,
PBS ile islemden gecirilmis kuyucuklardaki hiicrelerin sayist %100
kabul edilip buna gore hesaplanan sag kalim yiizdesi cinsinden ifade
edildiler. Bu sonuglar, konjuge edilmemis 3A4'lin test edilen
konsantrasyon seviyelerinden hi¢cbirinde  MDA-231 hiicrelerinin
proliferasyonunu etkilemedigini gosterdi. Diger yandan, test edilen
3A4 ADC'leri istatistiksel ag¢idan anlamli diizeylerde sitotoksisite

gosterdiler.

Bu bulgular, 3A4 antikoru konjugatlarimin tg¢lii negatif meme kanseri
veya bazal benzeri meme kanseri bulunan hastalar igin bir alternatif
tedavi olarak kullanilabileceklerini g&stermektedir. Hiimanize 3A4
antikorlarina dayali konjugatlar i¢in de benzer sonuglar ¢lde edilmesi
beklenmektedir.

Bu tarifnamede atif yapilan sekanslar sunlardir:
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SEKANS KODNO.: 2

MDDDAAPRVEGVPVAVHKHALHDGLROVAGPGAAAAHLPRWPPPQLAASRREAPPLSQRPHRTQG
AGSPPETNEKLTNPQVKEK
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SEKANS KOD NO.: 4
DIVMTQSPSSLAVSIGQRVIMNCKSSQSLLNSNFQKNFLAWYQQOKPGOSPRLLIYFASTRESSIP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQOHYSTPLTFGAGTKLELKAVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 5
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SEKANS KOD NO.: 6

EVQLOQOSVAELVRPGASVTLSCKASGY IFTDYEITHWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGNTAFNQKFK
GKATLTADISSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVESSSLGTQTYI
CNVNHEKPSNTRVDKRVEPKSCEFTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPEKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTRNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALBNHYTQKSLSLSPGK

SEKANS KOD NO.:

7
L L N Ca

SEKANS KOD NO.: 8
DVLMTQTPRSLSVSELGDQASISCRSSQSLLEHSNGNTYLEWYLQKPGQPPKVLIYKVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISGVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTKLELKAVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKY
YACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGLCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCC
CTCCCAGCCCCCATCGAGARAAACCATCTCCAARAGCCARAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTA
CACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGANCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAG
GCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAG
ACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACT
ACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGAAR

SEKANS KOD NO.: 10
EIQLOQSGPELVKPGASVKISCRKASGYTFTDNYMNWVKQSHGKSLEWIGDINPYYGTTTYNQKFK
GRATLTVDKSSRTAYMELRGLTSEDSAVYYCARDDWFDYWGQGTLVTVSAASTRKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCEFTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNARKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGREYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKARGOPREPQVYTLPPSRDELTRKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLY SKELTVDRSRWQQGNVFSCSVMAEALHNHY TQKSLSLSPGK

SEKANS KOD NO.: 11
S B O

AT PUE NS SRR I P R

SEKANS KOD NO.: 12

DIVMSQSPSSMYASLGERVTITCKASQDIHNFLNWFQQRPGKSPKTLIFRANRLVDGVPSRFSGS
GSGODYSLTISSLEFEDLGIYSCLOQYDEIPLTFGAGTKLELRAVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVOQWEVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEKHRKVYACEV
THOGLSSPVTRKSFNRGEC

SEKANSKODNO: 13 - .

L e I




10

15

181

AAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACA
GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGC TGACCAAGARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAAC
TACRAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGAAA

SEKANS KOD NO.: 14

EVOLQESGPDLVKPSQSLSLTCTVTGFSITSGYGWHWIRQFPGNKLEWMGY INYDGENDYNPSLK
SRISITQODTSKNQFFLOQLNSVITEDTATYYCASSYDGLFAYWGOGTLVTVSAASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKEKVEPKSCEFTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTEKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDESRWQQGNVFSCSVMHEATLHNHYTQRSLSLSPGK

SEKANS KOD NO.: 15

GACATTGTGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAATAGGACAGAAGGTCACTATGAA
CTGCAAGTCCAGTCAGAGCCTTTTARATAGTAACTTTCAAAAGAACTTTTTGGCCTGGTACCAGC
AGAAACCAGGCCAGTCTCCTAAACTTCTGATATACTTTGCATCCACTCGGGAATCTAGTATCCCT
GATCGCTTCATAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTTACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGA
AGACCTGGCAGATTACTTCTGTCAGCAACATTATAGCACTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCA
AGCTGGAGCTGAAA

SEKANS KOD NO.: 16

DIVMTQSPSSLAVSIGQKVTIMNCKSSOSLLNSNFQRNFLAWY QQKPGQSPKLLIYFASTRESSIP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 17
GAGGTTCAGCTGCAGCAGTCTGTAGCTGAGCTGGTGAGGCCTGGGGCTTCAGTGACGCTGTCCTG
CARGGCTTCGGGCTACATATTTACTGACTATGAGATACACTGGGTGAAGCAGACTCCTGTGCATG
GCCTGGAATGGATTGGGGTTATTCGATCCTGAAACTGGTAATACTGCCTTCAATCAGAAGTTCAAG
GGCAAGGCCACACTGACTGCAGACATATCCTCCAGCACAGCCTACATGGARCTCAGCAGTTTGAC
ATCTGAGGACTCTGCCGTCTATTACTGTATGGGTTATTCTGATTATTGGGGCCAAGGCACCACTC
TCACAGTCTCCTCA

SEKANS KOD NO.: 18

EVOLOOSVAELVRPGASVTLSCKASGYIFTDYEIHWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGNTAFNQKFK
GEATLTADISSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGODGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 19
GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACGCTCCCTGTCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTC
TTGTAGATCGAGTCAGAGCCTTTTACATAGTAATGGAAACACCTATTTAGAATGGTATTTGCAGA
AACCAGGCCAGCCTCCAAAGGTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGAC
AGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCGGAGTGGAGGCTGAGGA
TCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCTCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGC
TGGAGCTGAAA

SEKANS KOD NO.: 20
DVLMTQTPRSLSVSLGDQASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLOKPGOPPKVLIYKVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISGVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTKLELK



10

15

20

182

SEKANS KOD NO.: 21
GAGATCCAGCTGCAGCAGTCTGGACCTGAGTTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATATCCTG
TAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTGACAACTACATGAACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGAARGA
GCCTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTTACTATGGTACTACTACCTACAACCAGAAGTTCAAG
GGCAAGGCCACATTGACTGTAGACAAGTCCTCCCGCACAGCCTACATGGAGCTCCGCGGCLCTGAC
ATPCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGATGACTGGTTTGATTATTGGGGCCARGGGA
CTCTGGTCACTGTCTCTGCA

SEKANS KOD NO.: 22
EIQLOQOSGPELVKPGASVKISCRASGY TFTDNYMNWVRKOSHGKSLEWIGDINPYYGTTTYNQKFXK
GKATLTVDRSSRTAYMELRGLTSEDSAVYYCARDDWFDYWGQGTLVTVSA

SEKANS KOD NO.: 23

GACATCGTTATGTCTCAGTCTCCATCTTCCATGTATGCATCTCTAGGAGAGAGAGTCACTATCAC
TTGCAAGGCGAGTCAGGACATTCATAACTTTTTAAACTGGTTCCAGCAGAAACCAGGAAAATCTC
CARAGACCCTGATCTTTCGTGCAAACAGATTGGTAGATGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGT
GGATCTGGGCAAGATTATTCTCTCACCATCAGCAGCCTGGAGTTTGAAGATTTGGGAATTTATTC
TTGTCTACAGTATGATGAGATTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAGA

SEKANS KOD NO.: 24

DIVMSQSPSSMYASLGERVTITCKASQDIHNFLNWFQOKPGKSPKTLIFRANRLVDGVPSRFSGS
GSGQDYSLTISSLEFEDLGIYSCLQYDEIPLTFGAGTKLELR

SEKANS KOD NO.: 25

GAGGTGCAGCTTCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTG
CACTGTCACTGGCTTCTCCATCACCAGTGGTTATGGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAA
ACAAACTGGAGTGGATGGGCTACATAAACTACGATGGTCACAATGACTACAACCCATCTCTCAAA
AGTCGAATCTCTATCACTCAAGACACATCCARGARCCAGTTCTTCCTGCAGTTGAATTCTGTGAC
TACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCAAGCAGTTACGACGGCTTATTTGCTTACTGGGGCE
AAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

SEKANS KOD NO.: 26
EVOLOESGPDLVEKPSQSLSLTCTVTGF SITSGYGWHWIRQFPGNKLEWMGY INYDGHNDYNPSLK
SRISITQDTSKNQFFLOLNSVITEDTATYYCASSYDGLFAYWGQGTLVTVSA

SEKANS KOD NO.: 27
KSSQSLLNSNFQKNFLA

SEKANS KOD NO.: 28
FASTRES

SEKANS KOD NO.: 29
QQHYSTPLT
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SEKANS KOD NO.:

GYIFTDYEIH

SEKANS KOD NO.:

VIDPETGNTA

SEKANS KOD NO.:

MGYSDY

SEKANS KOD NO.:
RSSQSLLHSNGNTYLE

SEKANS KOD NO.:

KVSNRFES

SEKANS KOD NO.:

FQGSHVPLT

SEKANS KOD NO.:

GYTFTDNYMN

SEKANS KOD NO.:

DINPYYGTTT

SEKANS KOD NO.:

ARDDWEFDY

SEKANS KOD NO.:

KASQDIHNFLN

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

183
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SEKANS KOD NO.: 40
RANRLVD

SEKANS KOD NO.: 41
LQYDEIPLT

SEKANS KOD NO.: 42
GFSITSGYGWH

SEKANS KOD NO.: 43
YINYDGHND

SEKANS KOD NO.: 44
ASSYDGLFAY

SEKANS KOD NO.: 45 - 3A4 agir zincir degisken bolge

niikleotid sekansi

CAGATCCAGTTGGTGCAATCTGGACCTGAGATGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTG
TAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGACGACTACATGAGCTGGGTGARACAGAGCCATGGAAAGA
GCCTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTTACAACGGTGATACTAACTACAACCAGAAGTTCAAG
GGCAAGGCCATATTGACTGTAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAACAGCCTGAC
ATCGGAAGACTCAGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGACCCGGGGGCTATGGACTACTGGGGTCALG
GAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA

SEKANS KOD NO.: 46 - 3A4 agir zincir degisken bolge
polipeptid sekansi

QIQLVQSGPEMVEPGASVEMSCRASGYTFTDDYMSWVKQSHGKSLEWIGDINPYNGDTNYNQKFK
GKAILTVDKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYYCARDPGAMDYWGQGTSVIVSS
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SEKANS KOD NO.: 47 - 3A4 hafif zincir degisken bdolge

niikleotid sekansi

GATGTTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGGLCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTC
TTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTCTACATAGTAATGCAMMCACCTATTTAGAATGGTACCTTCAGA

ARCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCCACACAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAGAC
AGATTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGA
TCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATGTTCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAGGC
TGGAGCTGAAA

SEKANS KOD NO.: 48 - 3A4 hafif zincir degisken bdolge
polipeptid sekansi

DVGMTQTPLSLAVSLGDQASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIHTVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLEISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTRLELK

SEKANS KOD NO.: 49 - 3A4 agir zincir CDR1 polipeptid

sckansi

GYTFTDDYMS

SEKANS KOD NO.: 50 - 3A4 agir zincir CDR2 polipeptid

sckansi

DINPYNGDTNYNQKFKG

SEKANS KOD NO.: 51 - 3A4 agir zincir CDR3 polipeptid

sekansi

DPGAMDY

SEKANS KOD NO.: 52 - 3A4 hafif zincir CDRI1 polipeptid

sekansi
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RSSQSLLHSNGNTYLE

SEKANS KOD NO.: 53- 3A4 hafif zincir CDR2 polipeptid

sekansi

TVSNRFS

SEKANS KOD NO.: 54 - 3A4 hafif zincir CDR3 polipeptid

sekansi

FQGSHVPLT

SEKANS KOD NO.: 55
GTAAGCAGCGCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC

SEKANS KOD NO.: 56
GTAAGCGCTAGCCTAACACTCTCCCCTGTTGAAGC

SEKANS KOD NO.: 57
GCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGARATCTGGAACTGC
CTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATA
ACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAARGCAGACTACGAGARACACAAAGTCTACGCCTGCGA
AGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCRAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEKANS KOD NO.: 58

AVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKEKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 59

CTTGAGCCGGCGGATGGTCGACGGTGAGGTGTGGCAGGCTTGAGATCCAGCTGTTGGGGTGAGTAC
TCCCTCTCAARAGCGGGCATTACTTCTGCGCTAAGATTGTCAGTTTCCAAARACGAGGAGGATTT
GATATTCACCTGGCCCGATCTGGCCATACACTTGAGTGACAATGACATCCACTTTGCCTTTCTCT
CCACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAAGTTTAAACGGATCTCTAGCGAATTCATGAACTTTCTGCT
GTCTTGGGTGCATTGGAGCCTTGCCTTGCTGCTCTACCTCCACCATGCCAAGTGGTCCCAGGCTT
GAGACGGAGCTTACAGCGCTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAG
TTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGT
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SEKANS KOD NO.: 60
ATGCCAAGTGGTCCCAGGCTGACATTGTGATGACCCA
GTCTCC

SEKANS KOD NO.: 61
ATGCCAAGTGGTCCCAGGCTGATGTTTTGATGACCCA
AACTCC
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SEKANS KOD NO.: 62
ATGCCAAGTGGTCCCAGGCTGACATCGTTATGTCTCA
GTCTCC

SEKANS KOD NO.: 63
GGGAAGATGAAGACAGATGGTGCAGCCACAGC

SEKANS KOD NO.: 64
GTAAGCGCTAGCGCCTCAACGAAGGGCCCATCTGTCT
TTCCCCTGGCCCC

SEKANS KOD NO.: 65
GTAAGCGAATTCACAAGATTTGGGCTCAACTTTICTTG

SEKANS KOD NO.: 66
GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
AGCAGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAG
GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCA
CAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGT

SEKANS KOD NO.: 67

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICHNVNEKPSNTKVDKEVEPKSC
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SEKANS KOD NO.: 69
GGGTTCCAGGTTCCACTGGCGAGGTTCAGCTGCAGCA
GTCTGT

SEKANS KOD NO.: 70
GGGTTCCAGGTTCCACTGGCGAGGTGCAGCTTCAGGA
GTCAGG
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SEKANS KOD NO.: 71
GGGGCCAGGGGAAAGACAGATGGGCCCTTCGTTGAG
GC

SEKANS KOD NO.: 89: CDRL1 &rnegi
K-S-8-Q-S-L-L-N/H-S/T-S/N/D-N/G-Q/N/K-K/L-N-Y-L-A
SEKANS KOD NO.: 90: CDRL1 6rnegi
K-A-S-Q-D-I-H-N/T-Y/F-L-N

SEKANS KOD NO.: 91: CDRL2 6rmegi

F-A-S-T-R-E-S

SEKANS KOD NO.: 92: CDRL?2 6rnegi

L-V-S-K-L-D-S

SEKANS KOD NO.: 93: CDRL2 6rnegi

R-A-N-R-L-V-D

SEKANS KOD NO.: 94: CDRL3 6rnegi
Q-Q-H-Y-S-T-P-L-T

SEKANS KOD NO.: 95: CDRL3 6rnegi
W/L-Q-Y/G-D/T-A/E/H-F-P-R-T

SEKANS KOD NO.: 96: CDRH1 6rnegi
G-Y-T/I-F-T-D/E-Y-E/N-M/I/'V-H

SEKANS KOD NO.: 97: CDRH1 6rnegi

G-F-T/S-I-T-S-G-Y-G-W-H
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SEKANS KOD NO.: 98: CDRH2 érnegi
V/N/G-I/L-D-P-E/A/G-T/Y-G-X-T-A
SEKANS KOD NO.: 99: CDRH?2 &rnegi
Y-I-N/S-F/Y-N/D-G

SEKANS KOD NO.: 100: CDRH3 8rnegi
M-G-Y-S/A-D-Y

SEKANS KOD NO.: 101: CDRH3 drnegi
A-S-S8-Y-D-G-F-L-A-Y

SEKANS KOD NO.: 102: CDRH3 &rnegi
A-R/W-W/F-G-L-R-Q/N

SEKANS KOD NO.: 103 - 3A2 hafif zincir degisken bolgesi

DAVMTQIPLTLSVTIGQOPASLSCKSSQSLLHSDGKTYLNWL.LORPGOSPKRLISLVSKLDSGVPD
RFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGLY YCHQGTHFPRTFAGGTNLEIK

SEKANS KOD NO.: 104 - 3F6 hafif zincir degigsken bdlgesi

SIVMTQTPLTLSVTIGOPASITCKSSQSLLYSDGKTYLNWLLORPGQSPKRLISLVSKLDSGVED
GFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCHQGTHFPRTFGGGTKLEIK

SEKANS KOD NO.: 105 - 3E8 hafif zincir degisken bdlgesi

DAVMTQIPLTLSVTIGQPAST SCKSSQSLLHSDGKTYLNWLLQRPGQ SPKRLIYLVSKLDSGVED
RFTGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGVYYCWQGTHFPRTFGGGTEKLEIK

SEKANS KOD NO.: 106 - 3E10 hafif zincir degisken bolgesi
DIVMTQAAPSVPVTPGESVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWFLORPGQSPQLLIYRMSNLASGVPD
RFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCMQHLEYPYTFGGGTKLEIK

SEKANS KOD NO.: 107 - 3A9 hafif zincir degisken bdlgesi

DIVMTQSPSSLAMSLGQKVTMSCKSSQSLLNSNNQLNYLAWYQQKPGQSPKLLVYFASTRKSGVP
DRFIGSGSGTDFTLTITSVQAEDLADYFCQQHFNTPLTFGAGTKLELK
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SEKANS KOD NO.: 108 - 3B1 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAISVGORKVTMSCKSSQSLLNSSNQKNYLAWYQQRPGOSPKLLVFFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSIPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 109 - 3GS hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGORVTMSCKSSQSLLNSSNOQRNYLAWYQQKPGQSPKLLVFFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTITSVQAEDLADYFCQQHYSIPLTFGSGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 110 - 3B2 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGOKVTMSCKSSOSLLNSSNORNYLAWYQOKPGQSPKLLVYFASTRESGVP
DRFIGSGSGIDFILTISSVQAEDLADYFCQQHYSIPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 111 - 3B8 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGQKVTMSCKSSQSLLNSSNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLVYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQQAYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 112 - 3G8 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGOKVTMSCKSSQSLLNSSNQKNY LAWYOOKPGQSPKLLVYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 113 - 3F7 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGRKVTMSCKSSQSLLNSSNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLTYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQOAEDLADYFCQOHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 114 - 3E9 hafif zincir degisken bdlgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGQKVTMéCKSSQSLLNSSNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLVYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTEFTLTITSVQAEDLADYFCQQHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 115 - 3C3 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGORVTMSCKSSQSLLNSSNQRNYLAWYQQORPGOSPRKLLVYFGSTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISGVQAEDLADYFCQOHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 116 - 3E12 hafif zincir degisken bdlgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGOKVTMNCKSSQOSLLNRSNQKNY LAWYQOKPGQSPKLLVYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSIPLTFGAGTKLELK
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SEKANS KOD NO.: 117 - 4A2 hafif zincir degisken bdlgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGORVTMNCRSSQSLLNNSNOKNY LAWYDORPGOSPELLLYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTYFTLTISSVQAEDLADY FCQQHYSTPLTTIGAGTKLDLK

SEKANS KOD NO.: 118 - 3F10 hafif zincir degisken bdlgesi

DIVMTQSPSSLTMSVGQKVTMéCKSSQSLLNTSNQLNYLAWYQQKPGQSPKLLVYFASTTESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQOHYSTPLTFGAGTRLELK

SEKANS KOD NO.: 119 - 3F4 hafif zincir degigsken bdlgesi

DIVMTQSPSSLTVTAGEKVTﬁSCKSSQSLLNTSNQKNYLAW&QQKPGQSPKLLVYFASTRASGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQOHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 120 - 3B11 hafif zincir degisken bélgesi

DIVMTQSPSSLAMSVGQKVTMéCKSSQSLLNSSNQKNYLAWYéQKPGQSPKLLVYFASTRESGVP
DRFIGSGSGTDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSTPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 121 - 3G12 hafif zincir degisken bolgesi

DIVMTQSPKFMSTSVGDRVSITCKBSQDVGTAVAWYQQKPGQéPELLIYWTSTRHTGVPDRFSGS
GSGTDTTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSIPLTFGAGTKLELR

SEKANS KOD NO.: 122 - 3D1 hafif zincir degisken bélgesi

DIKMTQSPSSMYASLGERVTIITCKASQDIRTILNWFOQKPGKSPETLIYRANRLVDGVPSRIFSGS
GSGQDYSLTISSLEYEDMGIYYCLQYDEFPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 123 - 3C2 hafif zincir degisken bolgesi

DIOMTQSPSSMYASLGERVTLTCKASQDIHNYLNWFQOKPGKSPKTLIHRANRLVAGVPSRFSGS
GSGQODYSLTISSLEYEDLGIYYCLQYDAFPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 124 - 3E6 hafif zincir degisken boélgesi

DIQMTQSPSSMYASLGERVTLTCKASQDIBNYLNWFQOKPGKSPKTLIHRANRLVAGVPSRFSGS
GSGQDYSLTISSLEYEDLGIYYCLQYDAFPLTFGAGTKLELK

SEKANS KOD NO.: 125 - 3H3 hafif zincir degisken bdlgesi

DIVMSQOSPSSMYASLGERVTITCKASQDIHRFLNWFOQKPGKSPKTLIFHANRLVDGVPSRFSGS
GSGLDYSLTISSLEYEDMGIYFCLQYDAFPLTFGAGTKLELK
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SEKANS KOD NO.: 126 - 3A2 agir zincir degisken bolgesi

HEIQLQQSGPELVKPGASVKMSCkTSGYTFTDYNMHWVKQKPGQGLEWIGYINPYNDVTEYNEKF
KGRATLTSDKSSSTAYMDLSSLTSDDSAVYFCAWFGLRQWGOGTLVTVST

SEKANS KOD NO.: 127 - 3F6 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLOQSGPELVKPGASVEKMSCEASGY IFTEYNIRWVKQKPGOGPEWTIGNINPYNDVTEYNERF
KGKATLTSDKASSTAYMDLSSLTSEDSAVY YCARWGLRNWGQGTLVTVSA

SEKANS KOD NO.: 128 - 3E8 agir zincir degisken bdlgesi

HEVQLQQSVPELVKPGASVKMSCKTSGYTFTEYNMHWVKQKPGQGPEWIGNINPYNNVIEYNEKF
KGKATLTSPKSSSTAYLDLSSLTSEDSAVY YCARWGLRRWGQGTLVTVSA

SEKANS KOD NO.: 129 - 3A9 agir zincir degisken bolgesi

HOVQVQQPGAELVRPGASVTLSCKASGY IFTDYEVHWVRQRPVHGLEWIGVIDPETGDTAYNQKF
KGKATLTADKSSSTAYMELSSLTAEDSAVYYCIGYADYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 130 - 3B1 agir zincir degisken bolgesi

HQVQLOQPGAELVRPGASVTLSCKASGYTFTDYEIHWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGGTAYNQKF
KGKATLTTDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 131 - 3B2 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQQSGAELVRPGASVTLSéKASGYTFTDYEIHWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGATAYNQKF
KGRKATLTADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 132 - 3F4 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQQSGAELVRPGASVTLSCkASGYTFTDYEIHWVKQTP&HGLEWIGVIDPETGSTAYNQKF
RGKATLTADKASSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGOGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 133 - 3E9 agir zincir degisken bolgesi

HEVOLQOSGAELVRPGASATLSCKASGYTFTDYEMAWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGSTAYNQKF
KGKATLTADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYADYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 134 - 3B8 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQQSGAELVRPGASVTLSCRASGYTFTDYEIHWVKQTP&HGLEWIGVIDPETGDTAYNQNF
TGKATLTADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYADYWGQGTTLTVSS
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SEKANS KOD NO.: 135 - 3G8 agir zincir degisken bolgesi
HQVQLKQSGAELVRPGASVTLSCKASGYTFTDYEVEWVKQTPVEGLEWIGVIDPATGDTAYNQKF
KGKATLTADKSSSTAYMEVSSLTSEDSAVYYCMGY SDYWGQGTTLTIVSS

SEKANS KOD NO.: 136 - 3F7 agir zincir degisken bolgesi

HOAYLOOSGAELVRPGASVTLSCKASGYTFTDYEIHWVEQTPVEGLEWIGVIDPETGDTAYNQKF
KDKATLTADKASSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 137 - 3E12 agir zincir degisken bolgesi

HOVQLQQSEAELVKPGASVKLSCKASGYTFTDYEIAWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGDTAYNQKF
KGKATLTADKSSSTAYMELSRLTSEDSAVYYCMGHSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 138 - 3G12 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQQSVAELVRPGASVTVSCKASGYIFTDYEIHWVKQTPAHGLEWIGVIDPETGNTAFNQKF
KGKATLTADISSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 139 - 3F10 agir zincir degisken bélgesi

HEVQLQQSVAELVRPGAPVTLSCKASGYTFTDYEVHWVKQTPVHGLEWIGVIDPETGATAYNQKF
KGKATLTADKSSSAAYMELSRLTSEDSAVYYCMSYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 140 - 3C3 agir zincir degisken bdlgesi

HEVQLQQSVAEVVRPGASVTLSCKASGYTF TDYEIHWVKQTPVHEGT.EWIGVIDPETGVTAYNORF
RDKATLTTDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYFCMGYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 141 - 3GS5 agir zincir degisken bolgesi

HOVOLOOPGAELVRPGASVTLSCRASGYTFTDYEIRWVKQTPVHGLEWIGVLDPGTGRTAYNQKF
KDKATLSADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCMSYSDYWGPGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 142 - 3B11 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQQSVAELVRPGASVTLSCKASGYTFTDYEMHWVKQTPVRGLEWIGVIDPATGDTAYNQKF
KGKATLTADKSSSAAFMELSSLTSEDSAVYYCMGYSDYWGQGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 143 - 3E6 agir zincir degisken bdlgesi

HQVOLOQSGAELVRPGASVTLSCKASGYTFSDYEMHWVKQTPVHEGLEWIGGIDPETGDTVYNQKF
KGKATLTADKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCISYAMDYWGQGTSVTVSS

SEKANS KOD NO.: 144 - 4A2 agir zincir degisken bolgesi

HOVKLQOSGTELVRPGASVTILSCKASGYKFTDYEMAWVKQTPVHGLEWIGGIDPETGGTAYNQKF
KGRAILTADRSSTTAYMELRSLTSEDSAVYYCISYAMDYWGQGTSVTVSS
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SEKANS KOD NO.: 145 - 3E10 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQOSGPELVKPGASVKISCKASGDTFTIDY YMNWVKQSHGKSLEWIGDINPNYGGITYNQKF
KGKATLTVDTSSSTAYMELRGLTSEDSAVYYCQAYYRNSDYWGOGTTLTVSS

SEKANS KOD NO.: 146 - 3D1 agir zincir degisken bolgesi

HEVQLQESGPDLVKPSQSLSLTC%VTGFSITSGYGWHWIRQF&GDKLEWMGYISFNGDYNYNPSL
KSRISITRDTSKNQFFLQLSSVITEDTATYYCASSYDGLFAYWGQGTLVTVSA

SEKANS KOD NO.: 147 - 3C2 agrr zincir degisken bolgesi

HDVQLOESGEDLVKPSQSLSLTCTVTGFSITSGYGWHWIRQFPGNKLEWMGYISFNGDSNYNPSL
KSRISITRDTSKNQFFLOLNSVTSEDTATYYCASSYDGLFAYWGQGPLVTVSA

A

SEKANS KOD NO.: 148
KSSQSLLHSDGKTYLN

SEKANS KOD NO.: 149
LVSKLDS

SEKANS KOD NO.: 150
WQGTHFPRT

SEKANS KOD NO.: 151
GYTEFTD YNMH

SEKANS KOD NO.: 152
YINPYNDVTE

SEKANS KOD NO.: 153
AWFGL RQ

SEKANS KOD NO.: 154
RSSKSLLHSNGN TYLY



10

15

20

25

30

SEKANS KOD NO.:

RMSNLAS

SEKANS KOD NO.:

MQHLEYPYT

SEKANS KOD NO.:

GDTFTD YYMN

SEKANS KOD NO.:

DINPNYGGIT

SEKANS KOD NO.:

QAYYRNS DY

SEKANS KOD NO.:

KASQDVGTAVA

SEKANS KOD NO.:

WTSTRHT

SEKANS KOD NO.:

QQHYSIPLT

SEKANS KOD NO.:

GYIFTDYEIH

SEKANS KOD NO.:

VIDPETGNTA

SEKANS KOD NO.:

MGYSDY

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

199
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SEKANS KOD NO.: 166

MYLQTQVFISLLLWISGAYGDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNSNFQRRFLAWYQQOK
PGQPPKLLIYFASTRESSVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOOHYSTPLTFGQGTEL
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEXKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 167

MDWTWRILFLVAAATGTHAEVQLVQSGAEVEKPGASVEVSCKASGY IFTDYEIHWVRQAPGQGLE
WMGVIDPETGNTAFNQKFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLTSEDTAVYYCMGYSDYWGQGTLVTV
S8ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTARLGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHEPSNTKVDKKVEPKSCDKTETCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVRFNWYVDGVEVHNAKTEKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
ODWLNGKEYKCKVSENRALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEATLHNHY TQKS
LSLSPCGK

SEKANS KOD NO.: 168
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSLLNSNFOQXRFLAWYQOKPGQPPELLIYFASTRESSVP
DRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQOHYSTPLTFGOGTKLEIK

SEKANS KOD NO.: 169
EVOLVOSGARVKKPGASVKVSCRASGY IFTDYEIHWVROAPGQGLEWMGVIDPETGNTAFNQKFK
GRVTITADTSTSTAYMELSSLTSEDTAVYYCMGYSDYWGQGTLVTVSS

SEKANS KOD NO.: 170
MVLOTQVFISLLLWISGAYGDIVMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASQDIHNFLNWFQOKPGKAPK
TLIFRANRLVDGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYSCLOQYDEIPLTFGQGTKLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWRKVDNALOSGRSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 171
MDWTWRILFLVAAATGTHEAEVQILQESGPGI.VKPSQTLSLTCTVSGFSTITSGYGWHWTRQHPGKGI
EWIGYINYDGHNDYNPSLKSRVTISQDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCASSYDGLFAYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVE
LEPPKPKDTILMISRTFEVTCVVVDVSHEDPEVRFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHODWLNGKEYKCKVSNRKALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSRDELTENQVSLTCLVEKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQDGNVFSCSVMHEALENRY
TOKSLSLSPGK

SEKANS KOD NO.: 172
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDIHNFLNWFQOKPGKAPKTLIFRANRLVDGVPSRFSGS
GSGTDYTLTISSLOPEDFATYSCLOYDEIPLTFGQGTKLEIK
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SEKANS KOD NO.: 173
EVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGFSITSGYGWHWIRQHPGRGLEWIGY INYDGHNDYNPSLK
SRVTISQDTSKNQFSLELSSVTAADTAVYYCASSYDGLFAYWGOGTLVTVS

SEKANS KOD NO.: 186 (3A4 varyant hafif zincir degisken

bolge konsensiisii 1)

DXVMTQTPLSLXVXXGXXASISCRSSQSLLHSNGNTY LEWYLQKPGQSPXLLIHTVSNRFSGVP
DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDXGVYYCFQGSHYPLTFGXGTXLEXK

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 48'de gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya
konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir. Bu

amino asit ikamesi 6rnegin konservatif nitelikte olabilir.

SEKANS KOD NO.: 187 (3A4 varyant hafif zincir degisken

bolge konsensiisii 2)

DXar VMTQTPLSLX 35V Xa3X24GXa5Xa6ASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWY LQKPGQSP XL LIHTVE
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDX GVYYCFQGSHVPLTE GX G TX,0LEX 11K

burada X,;, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X,,, A ya da P olabilir;

burada X3, notr hidrofilik amino asit olabilir;
burada X4, L va da P olabilir;

burada X_s, bir asidik amino asit olabilir;
burada X, Q ya da P olabilir;

burada X,-, bir bazik amino asit olabilir;
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burada X, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X4, A ya da Q olabilir;

burada X,,, bir bazik amino asit olabilir; veya

burada X,,, bir hidrofobik amino asit olabilir;

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 48'de gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

SEKANS KOD NO.: 188 (3A4 varyant hafif zincir degisken

bolge konsensiisii 3)

DXaVMTQTPLSLX 52V X 33X 214G XasXasASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSP X LLIHTV
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDX ,sGVYYCFQGSHVPLTFGX 3G TXa10LEX 411K

burada X, V ya da I olabilir;
burada X,, A ya da P olabilir;
burada X3, S ya da T olabilir;
burada X4, L ya da P olabilir;
burada X5, D ya da E olabilir;
burada X,¢, Q ya da P olabilir;
burada X7, K ya da Q olabilir;
burada X5, L ya da V olabilir;
burada X9, A ya da Q olabilir;
burada X490, R ya da K; veya
burada X, L ya da I olabilir;
burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS

KOD NO.: 48'de gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
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asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

SEKANS KOD NO.: 189 (3A4 varyant 1 hafif zincir degigken
bolgesi: Lvhl)

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYTVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK

SEKANS KOD NO.: 190 (3A4 varyant 2 hafif zincir degisken
bolgesi: Lvh2)

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYTVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIK

SEKANS KOD NO.: 191 (3A4 varyant agir zincir degisken

bélge konsensiisii 1)

QXQLVQSGXEXXKPGASVKXSCKASGYTFTDDYMSWVXQXXGXXLEWXGDINPYNGDTNYNQ
KFKGXXXXTXDXSXSTAYMXLXSLXSEDXAVYYCARDPGAMDYWGQGTXVTVSS

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 46'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya
konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir. Bu

amino asit ikamesi drnegin konservatif nitelikte olabilir.

SEKANS KOD NO.: 192 (3A4 varyant agir zincir degisken

bolge konsensiisii 2)
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QX QLVQSGX poEXp3Xpa KPGASVKX ;s SCKASGYTFTDDYMSWVX s QX7 Xps G XpeXp10LEWX 511G
DINPYNGDTNYNQKFKGXp12Xp13%p14Xb15 T X616DXp1 78X p18STAYMX 5L Xpzn S LX 521 SED X2 AVYY
CARDPGAMDYWGQGTX,,3VTVSES

burada X, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X,,, P ya da A olabilir;

burada X3, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X4, V ya da K olabilir;

burada X5, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X, bir bazik amino asit olabilir;
burada X7, S ya da A olabilir;

burada X,g, H ya da P olabilir;

burada X, bir bazik amino asit olabilir;
burada X9, S ya da G olabilir;

burada Xy, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X,,», bir bazik amino asit olabilir;
burada X,,,s, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X, 4, I ya da T olabilir;

burada X,,s, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada Xy, bir hidrofobik amino asit olabilir;
burada X7, K ya da T olabilir;

burada Xy, bir notr hidrofilik amino asit olabilir;
burada X9, Q ya da E olabilir;

burada Xy, N ya da S olabilir;

burada X, T va da R olabilir;

burada Xy;, bir nétr hidrofilik amino asit olabilir; veya

burada X3, S ya da L olabilir;
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burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 46'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

SEKANS KOD NO.: 193 (3A4 varyant agir zincir degisken

bolge konsensiisii 3)

QX QLVQASGXe:EXa:XasKPGASVKXgsSCKASGYTFTDDYMSWVXpsQXg7XasGXpoXe1aL EWXp4
GDINPYNGDTNYNQKFKGXg12X513Xg14X815 T Xa16D X175 X818S TAYMX515L Xg 208 X520 SED Xg AV
YYCARDPGAMODYWGQGTXp2aVTVSES

burada Xz, I ya da V olabilir;
burada Xg,, P ya da A olabilir;
burada Xgs;, M ya da V olabilir;
burada Xg4, V ya da K olabilir;
burada Xgs5, M ya da V olabilir;
burada Xg4, K ya da R olabilir;
burada X7, S ya da A olabilir;
burada Xpgg, H ya da P olabilir;
burada Xgy, K ya da Q olabilir;
burada Xg 9, S ya da G olabilir;
burada Xz, [ ya da M olabilir;
burada X5, K ya da R olabilir;
burada Xg3, A ya da V olabilir;
burada Xpy4, I ya da T olabilir;
burada Xg;s, L ya da I olabilir;
burada Xg¢, V ya da A olabilir;
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burada Xg;7, K ya da T olabilir;

burada Xgg, S ya da T olabilir;

burada Xg9, Q ya da E olabilir;

burada Xg0, N ya da S olabilir;

burada Xg;,, T ya da R olabilir;

burada Xga,, S ya da T olabilir; veya

burada Xg,3, S yva da L olabilir;

burada X ile gosterilen amino asitlerden en az biri, SEKANS
KOD NO.: 46'da gosterilen polipeptiddeki miitekabil amino
asitten farkli bir amino asit olup bir (konservatif olan veya

konservatif olmayan) amino asit ikamesini teskil etmektedir.

SEKANS KOD NO.: 194 (3A4 varyant 1 agir zincir degisken
bolgesi: Hvhl1)

QVALVOSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNGDTNYN
QKFKGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEKANS KOD NO.: 195 (3A4 varyant 2 agir zincir degisken
bolgesi: Hvh2)

QIQLVQSGAEVKKPGASYKVSCKASGYTFTDRYMSWVRQAPGQGLEWMGDINPYNGDTNYNQ
KFKGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEKANS KOD NO.: 196 (3A4 varyant 3 agir zincir degisken
bdlgesi: Hvh3)

QIQLVQSGAEVKKPGASVKYSCKASGYTFTDDYMSWVRQAPGQGLEWIGDINPYNGDTNYNQK
FKGRATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEKANS KOD NO.: 197 (3A4 varyant 4 agir zincir degisken
bolgesi: Hvh4)
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QIQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDDYMSWVKQAPGQGLEWIGDINPYNGDTNYNQK
FKGKATLTVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARDPGAMDYWGQGTLVTVSS

SEKANS KOD NO.: 198 - 3A4 murin hafif (kappa) zinciri

DVVMTQTPLSLAVSLGDQASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIHTVSNRFSGVP

DRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGAGTRLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQ

LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVYTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
5 HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 199 - 3A4 hiimanize hafif (kappa) zincir
varyanti 1; Lhl

DIVMTQTPLSLPYTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPQLLIYTVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

10 HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 200 - 3A4 hiimanize hafif (kappa) zincir
varyant1 2; Lh2

DVVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYTVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRYEAEDVGYYYCFQGSHVPLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVONALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK

15 HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEKANS KOD NO.: 201 - 3A4 murin agir (Iggl) zinciri

Bl e R ST B OR TR T T T B e L e
SRR AT T e R L e T LD et el Ll s s b
e NRE T e TR T e Tk T st T AL S T e

20
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SEKANS KOD NO.: 202 - 3A4 himanize agir (Iggl) zincir

varyanti 1; Hhl

S DIl

DT T T e ) T S Lheeny L
a . B N N D R R
o L I R e Bt Y B B J IR |
SEEREE NN BUSLE N A0 T N S LA RRERY SUM BN ) PRSI
A RO A SN SR R e S

SEKANS KOD NO.: 203 - 3A4 hiimanize agir (Iggl) zincir
varyanti 2; Hh2

UV E SRR LT IR R § SN & T
EPTRATA

R R L [ R I R ) A N O T P SRR

Tl R DT T T T R T T T TR s
Tum el EEe v VLS

T R T DR R AT T TR T T TR AT T '

o 2 [N
’ v | SRSy T T o e T TR T S T T T L T e T
I L T B SRS S W Y W S IO T IR R BT SO

STTTETN T R T T TS

GOSN TTRR LG DT LTI e TUOTRTRESSTID T

10
SEKANS KOD NO.: 204 - 3A4 hiimanize agir (Iggl) zincir

varyant1 3; Hh3

-l PSSR I S VS LI PR A TIPSR S (I R TN PO
| 1 ) R ” 1 TR TN | .
s s mali0 JVELY iz S el IR T B o b
PRI § SRR N B IS " v el (O DEEEER NN V) BT

15
SEKANS KOD NO.: 205 - 3A4 hiimanize agir (Iggl) zincir

varyanti 4; Hh4
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SEKANS KOD NO.: 206
ATACCCAAGCTTGCCACCATGGAGACAGACACAC

SEKANS KOD NO.: 207
ATACCCAAGCTTCATTTCCCGGGAGACAGGGAG

SEKANS KOD NO.: 208
ATACCCAAGCTTGGGCCACCATGAACTTTCTGCTGTCT

TGG

SEKANS KOD NO.: 209
ATACCCAAGCTTCTAACACTCTCCCCTGTTGAAG

SEKANS KOD NO.: 210 pK-CRS5
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SEKANS KOD NO.: 211 pMPG-CRS
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SEKANS KOD NO.: 212 - 3A4 hiimanize agir zincir CDR2
polipeptid sckansi

DINPYNGDTN
SEKANS KOD NO.: 213 - OGS18500

ATGCCAAGTGGTCCCAGGCTGATGTTGTGATGACCCA
AACTCC

SEKANS KOD NO.: .214 - OGS2084
GGGAAGATGAAGACAGATGGTGCAGCCACAGTCCG
SEKANS KOD NO.: 215 - OGS1879

GGGTTCCAGGTTCCACTGGCCAGATCCAGTTGGTGCA
ATCTGG
SEKANS KOD NO.: 216 - OGS1810

GGGGCCAGGGGAAAGACAGATGGGCCCTTCGTTGAG
GC
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SEKILLERDEKI YAZILARIN ANLAMLARI

SEKIL 1a
A = murin

B = Huimanize

SEKIL 1b
C = fare

SEKIL 2a

D = Degisken hafif zincir hizalamas1
E = Fare VL'si

F =SEKANS KOD NO.:

SEKIL 2b
G = Degisken agir zincir hizalamasi

H = Fare VH's1

SEKIL 3a

I = B-Laktamaz

J =kaynak

K = poli

L = Varyant

M = Akseptdr sekans
N = artirict

O =TATA kutusu

P = Dondr sekans

R = {i¢ parcal1 lider
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SEKIL 3b
S = Higromisin
T = Promotor

U =kappa

SEKIL 5

V = Fraksiyonlar

Y = Tiip Rafindaki Pozisyon
Z=Tip#

Al = Tampon

B1 = Mililitre

SEKIL 6
C1 = Antikor
D1 = Misli cinsinden fark

SEKIL 7a
E1l = Saf

SEKIL 8a
F1 = Bagil baglanim
G1 = L1 serisi

SEKIL 8b
HI1 = L2 serisi

SEKIL 9

1 = Hiicre baglanim
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SEKIL 10
J1 = TNBC numuneleri

SEKIL 11
K1 = MFI (IgG'ye kiyasla misli cinsinden 3A4 ile elde edilen sinyal)
L.1 = Meme Kanseri hiicre hatlan

M1 = TNBC hiicre hatlar1

SEKIL 12
N1 = Yiizey sinyali (0 zaman noktasina kiyasla kalan %)

O1 = Zaman (dakika)

SEKIL 13
P1 = BT-20 TNBC hiicre hatti

SEKIL 14
R1=MBA-MB-436 TNBC hiicre hatt1

SEKIL 15
S1 =T47D hiicre hatt1 (TNBC degildir)

SEKIL 16
T1 = esodaklh
Ul = Birlestirme
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