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OZET
GELISTIRILMIS ANTI-IL-23P19 ANTIKORLARI

insan IL-23p19'a kargi gelistirilen antikorlar ve bunlarin, érnedin inflamatuar, otoimmiin

5 ve proliferatif hastaliklarin tedavisindeki kullanimlan saglanir,
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iISTEMLER

1. SEQ ID NO: 47'nin K20, T23, W26, S27, P30, E82, S95, L26, L97, P98, D99,
P101, G103, Q104, H106, A107 ve L110 kalintilarini igeren bir epitopta insan
IL-2320ne baglanan bir antikor veya antijen badlayici pargasi olup, 6zelligi séz

konusu antikor veya antijen badlayici par¢anin asagidakileri icermesidir:

(a) CDRL1, CDRL2 ve CDRL3'l igeren hafif zincir degisken alani veya antijen
bagdlayici pargasi, burada

CDRL1, SEQ ID NO: 36 dizisini veya bir varyantini igerir;
CDRL2, SEQ ID NO: 41 dizisini veya bir varyantini icerir; ve
CDRL3, SEQ ID NO: 46 dizisini veya bir varyantini igerir;
Burada her varyant, bire kadar g¢ikabilen sayida konservatif olarak modifiye
edilmis amino asit ornatimini igerir;
ve
(b) CDRH1, CDRH2 ve CDRH3'l igeren agir zincir degigken alani veya antijen

baglayici pargasi, burada:

CDRH1, SEQ ID NO: 192 dizisini veya bir varyantini igerir;

CDRHZ2, SEQ ID NO: 25 dizisini igerir; ve

CDRH3, SEQ ID NO: 31 dizisini veya bir varyantini igerir;

Burada her varyant, bire kadar gikabilen sayida konservatif olarak maodifiye

edilmis amino asit ornatimini icerir.

2. Ayrica y1 veya y4 insan agir zincir sabit alanini veya bir varyantini igeren agir
zincir sabit alanin igeren istem 1’e gore bir antikor veya antijen baglayic
parcasi olup, 6zelligi sabit alan varyantinin, 20'ye kadar cikabilen sayida

konservatif olarak modifiye edilmis amino asit ornatimlarini igermesidir.

3. Istem 1 veya Istem 2've gdre bir antikor veya antijen baglayici parcasi olup,
ozelligi antikor veya antijen baglayici parcasinin, Fab, Fab', Fab'-SH, Fv, scFv,
F{ab“2 ve bir c¢ift antikordan olusan gruptan secilen bir antikor parcasi

olmasidir.



10

15

20

25

30

10.

82

istem 1’deki antikorun veya antijen baglayici parcasinin hafif zincir degisken

alanini ve agir zincir degisken alanini kodlayan izole bir nikleik asittir.

Konakgl hiicre vektdr ile transfekte edildiginde konakgi hlicre tarafindan taninan
kontrol dizilerine islevsel olarak bagli olan istem 4'teki nilkleik asidi igeren bir

ifade vektorudir.
Asagidaki adimlar iceren bir polipeptidi Gretme ydntemidir:

istem 5'teki ifade vekioriinii igeren konakg! hiicrenin, kiiltiir ortaminda niikleik
asit dizisinin ifade edildigi kosullar altinda kiltirlenmesi, boylelikle hafif ve adir
zincir degisken alanlarini iceren polipeptitlerin Gretilmesi; ve

polipeptitlerin, konakgl hiicre veya kiltlr ortamindan geri kazaniimasi.

Farmasoétik olarak kabul edilebilir bir tasiyici veya seyreltici ile kambinasyon
halinde Istemler 1 ila 3'ten herhangi birindeki antikor veya antijen baglayici

parcasini iceren farmasdtik bir bilegimdir,

llag olarak kullaniimaya yonelik istemler 1 ila 3'ten herhangi birindeki antikor

veya antijen baglayici pargasidir.

insan denekte bagisiklik tepkisinin baskilanmasinda kullaniimaya yonelik
istemler 1 ila 3'ten herhangi birindeki antikor veya antijen baglayici pargasi
olup, dzelligi badisiklik tepkisinin, inflamatuar bir tepki veya otoimmun bir tepki

olmasidir.

istem 9'a gére kullanima yonelik antikor veya antikor veya antikor baglayici
par¢asi olup, 6zelligi artrit, sedef, inflamatuar bagirsak hastaligi, multipl skleroz,
sistemik lupus eritematozus, diyabet ve kanserden olusan gruptan secilen bir

bozuklugun tedavisinde kullanima yonelik olmasidir.
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TARIFNAME
GELISTIRILMIS ANTI-IL-23P19 ANTIKORLARI

Mevcut tarifname genel olarak istemlerde tanimlandigi Uzere interlokin-23 p 19 (IL-
23p19)-6zellikli antikorlar ve bunlarin kullanimi ile ilgilidir. Daha belirgin bir bigimde, bu
bulug, istemlerde tanimlandigi Uzere insan IL-23p19'u taniyan ve Ozellikle de
inflamatuar, otoimmun ve proliferatif bozukluklarda olmak (izere onun etkinligini module

edebilen hiimanize antikorlarla ilgilidir.

Badisiklik sistemi, bireyleri bakteri, cok hicreli organizmalar ve virlisler gibi zararh
etmenlerden, ayni zamanda kanserden koruma iglevini gérmektedir. Bu sistem,
monositler, makrofajlar, dendritik hdcreler (DCler), eozinofil, T hiicreleri, B hiicreleri ve
notrofiller gibi ¢esitli tiplerdeki lenfoid ve miyeloid hicrelerden olugsmaktadir. Bu lenfoid
ve miyeloid hiicreleri genellikler sitokinler olarak bilinen sinyal Ureten proteinler Uretirler.
Bagdisikhidin tepkisi ise inflamasyon igermektedir, drnedin bagisiklik hicrelerinin birikimi
sistematik olarak gdvdenin belirli bir bdlgesinde olabilir. Bulasici etmene veya yabanci
maddeye tepki olarak badisiklik hiicreleri sitokinler salgilamaktadir, dolayisiyla
bagisikh hiicre codalmasini, gelisimini veya yer degisimini ayarlamaktadir. Bagisikhigin
tepkisi patolojik sonuglar olusturmaktadir, drnedin otoimmun bozukluklarinda géraldiga
gibi asin inflamasyona kanstiginda, (bakiniz, 8m, Abbas ve arkadaslan {ed.} (2000)
Cellular ve Molecular Immunology, W.B. Saunders Co., Philadelphia, PA; Oppenheim
ve Feldmann (ed.) (2001) Cytokine Reference, Academic Press, San Diego, CA; van
Andrian ve Mackay (2000) New Engl. J. Med. 343:1020-1034; Davidson ve Diamond
(2001) New Engl. J. Med. 345:340-350).

interldkin-12 (IL-12), p35 ve p40 alt dnitelerinden olusan bir heterodimerik bir
moleklldir. Cahsmalar IL-12'nin saf T hicrelerini IFNY salgilayan T-yardime tip 1
CD4+ haline gelmesinde kritik bir roli oldugu géstermektedir. Ayrica IL-12'nin T hiicre
bagimli bagisikhk ve canh igin inflamatuar tepkiler i¢in gerekli oldugunu ortaya
koymaktadir. Bakiniz, 6rm., Cua ve arkadaslar (2003) Nature 421:744-748. IL-12
alicisi, IL-12R1 ve IL-12B2 alt (nitelerinden olugsmaktadir.

interlokin-23 (IL-23), IL-23’e 6zgh olan p19 ve IL-12 ile paylasilan p40 iki alt
unitesinden olugan bir heterodimerik sitokindir. p19 alt Gnitesi yapisal olarak, granulosit

koloni uyarici etmeni (G-CSF), IL-6 ile baglantiidir ve p35 ise IL-12°nin alt Unitesidir. IL-
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23,IL-23R ve IL-12B1'den olusan, IL-12 alicisi tarafindan paylasilan heterodimerik
aliciya baglanmasiyla sinyal gondermeye aracilik eder. Daha 6nceki bir ka¢ calisma,
p40'daki genetik eksiklik sonuglarnin (p40 sersemlemis fare, p40KO fare) p35KO
farede bulunanlardan daha sgiddetli oldugunu goéstermisti. Bu sonuglarin bazilan
neticede IL-23’Un bulunmasi ile aciklanmis ve p40KO’nun sadece IL-12'in degil IL-
23'n de izah edilmesini engellemektedir. (bakiniz, &rn., Oppmann ve arkadaglar
(2000) Immunity 13:715-725; Wiekowski ve arkadaslan (2001) J. Immunol. 166:7563-
7570; Parham ve arkadaslan (2002) J. Immunol. 168:5699-708; Frucht {2002) Sci
STKE 2002, E1-E3; Elkins ve arkadaslar (2002) Infection Immunity 70:1936-1948).

p40 KO farenin kullaniimasiyla yapilan guncel c¢aligmalar, IL-23 ve IL-12'in bloke
edilmesinin cgesitli inflamatuar ve otoimmun bozukluklarin etkili sekilde tedavi ettigini
gostermektedir. Bununla birlikte, p40 vasitasiyla IL-12'nin bloke edilmesi, oportlnist
mikrobik enfeksiyonlara olan artan duyarlihk gibi cesitli sistemik durumlarn ortaya

gikarmaktadir. Bowman ve arkadaslan (2006) Curr. Opin. Infect. Dis. 19:245.

Tedavi edici antikorlar sitokin faaliyetini bloke etmek igin kullanilabilir. Canli i¢i tedavi
edici etmen olarak antikorlar kullanarak en belirgin sinirlandirma, antikorlarin bagigiklik
sadlayicihgidir. Monoklonal antikorlarin ¢odun kemirgenlerden kaynaklanmaktadir,
insanlarda tekrarlanarak kullaniimasi tedavi edici antikorlara karsi olan badisiklk
tepkisinin olusmasi ile sonuclanirdar. Bu tir bir badisikh tepkisi asgaride tedavi edici
etkinin azalmasina ve azamide ise potansiyel dlimcil anaflaktik tepki ile sonuglanir.
Kemirgen antikorlarin bagigikhginin azaltimasi, fare degisken bdlgelerinin insan sabit
bblgeleri ile kaynamis oldugu kimerik antikorlarin Gretilmesi ile alakalidir. Liu ve
arkadaglan {1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-43. Aslinda, insan degisken
bdlgelerin hibridleri enjekte edilmis olan fareler ve fare sabit bélgeleri insan degisken
bolgelerine karsi clarak yénlendirilen glgll anti-antikor tepkiler gelistirmekte, bu tir
kimerik antikorlardaki tim kemirici Fv bolgesinin engellenmesinin hastalarda

istenmeyen badisiklik saglayicilik ile senuglanabilecedini dnermektedir.

Genellikle gesitli etki alanlarinin tamamlayici determinant bdlge (CDR) donglleri
antikor molekdllerinin badlanma bdlgesini icerdidinde inaniimaktadir. Dahasi, kemirici
CDR ddngulerinin insan yapisi ustine asilanmasi (drn. insanlastirma) ile kemirici
dizilerin daha da azaltiimasi denenmigtir. Jones ve arkadasglar (1986) Nature 321:522;
Verhoeyen ve arkadaslan (1988) Science 239:1534. Dahasi, CDR dénglist antikor
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icinde orijinin antikoru olarak ayni badlayici dzellikler ile birlikte esit oranda sonug
alinamamaktadir. Yapi kalintilan {FR) icindeki degisiklikler CDR dongu destedgi ile ilgili
kalintilar birakmakta, himanize antikorlarda ise antijen baginti benzegimini korumak
icin gereklidir. Kabat ve arkadaglan (1991) J. Immunol. 147:1709. CDR asilamasinin
kullanimi ve bir kag sayida hiimanize antikorun icinde yap) kalinti korunmasi olusumiar
rapor edilse de, belirli bir dizilisin antikor basende biyolojik &zellikler ile istenilen
bagdintiyla sonuglanmasinin zor oldugu dngdriisiinde bulunulabilir. Bakiniz, 6rn. Queen
ve arkadaslarn (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029, Gorman ve arkadaslari
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4181, ve Hodgson (1991) Biotechnology (NY)
9:421-5. Dahasi, énceki bir cok ¢alisma hayvan digtk ve adir dedgisken dizileri icin, bu
tar calhgmalar icin soru igaretleri olusturabilecek &ngérilen yapiy olusturan, degisik
insan dizilimleri kullanmiglardir. Bilinen antikor dizilimlerinin kullaniimasi veya, daha
umumiyetle, bu antikorlarin bilinen X-ray yapilarina, antikorlar NEW ve KOL’a, sahip
olmasidir. Bakiniz, 8rn., Jones ve arkadaslar, yukarnida verilmektedir; Verhoeyen ve
arkadaslan, yukarida verilmektedir, ve Gorman ve arkadaslar, yukarida verilmektedir.
Kesin dizilim bilgisi bir kas hiimanize yapilar igin rapor edilmistir. Ornek niteliginde olan
IL-23p19 mulhendislik antikorlar, ortaklaga-tahsis edilen AB.D. Gegici Patent
Basvurular 60/891,409 ve 60/891,413'de (ikisi de 23 Subat 2007'de verilen), A.B.D.
Patent Basvurulan 2007/0009526 ve 2007/0048315 ve Uluslararas) Patent Basvurulan
WO 2007/076524, WO 2007/024846 ve WO 2007/147019 icinde aciklanmistir,

Ornek olarak inflamatuar, otoimmiin ve proliferatif gibi bozukluklarda anti-hulL-23p19
kullanimi igin gereklilik ortaya ¢ikmistir. Tercihen, bu tir antikorlar insan denekler
Gzerindeki badisiklik saglayiciigi azaltmak icin insan germline dizilimlerini sunmak igin
dretilmiglerdir. Oncelikli olarak, bu tir antikorlar hulL-23p19 igin yiksek benzesime
sahip olacak ve hulL-23p19’e yiksek spesifiklik ile badlanacaktir. Little, M. et al.,
Immunology Today, Vol. 21(8), 1 August 2000, pages 364-370, hibridom ve
rekombinant antikorlar acgiklar. WO 2007/027714 (8 Mart 2007'de yaynlanmistir),
geligtiriimis anti-IL-23 antikorlarini agiklar. Glenn E. Morris, The Protein Protocols
Handbook, 1 January 1996, pages 595-600, yarismali ELISA ile protein antijenlerinin
epitop eslesmesini agiklar. Rudikoff S. et al., PNAS, Vol. 79(6), 1 March 1982, pages

1979-1983, antijen baglama spesifikligini dedistiren tekli amino asit omatimini aciklar.

Mevcut bulug istemlerde aciklanmigtir. Tarifname himanize veya kimerik rekombinant

antikorlar dahil olarak insan IL-23p19°'u baglayan, antikor hafif dedisken etki alani
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iceren veya bununla ilgili antikor birlestirici parcayi, en azindan bir tane olmak Gzere, iki
veya U¢ CDR''In SEQ ID NO: 32-46 iceren grup icerisinden secilmis antikorlar veya
bunlarla ilgili parcalar gibi muteber bilesenleri icermektedir. Bir uygulamada, mevcut
uygulamanin birlestirici bileseni SEQ 1D NO: 32-36 i¢ceren grup igerisinden secilmis en
az bir CDRL1 igcermekte olan; SEQ ID NO: 37-41 igeren grup icerisinden segilmis en az
bir CDRL2 igermekte olan; ve SEQ ID NO: 42-46 iceren grup igerisinden secilmis en

az bir CDRL3 igermekte olan hafif zincir degisken etki alani ihtiva etmektedir.

Tarifnamenin bir uygulamasinda, baglayici bilesen adir zincir degisken etki alani veya
bununla ilgili antikor badlayici parcaya sahiptir, en azindan bir tane clmak lizere, SEQ
ID NO: 15-31 iceren gruptan secilen iki veya u¢ adet CDR i¢cermektedir. Diger
uygulamada, mevcut bulusun baglayici bileseni SEQ ID NO: 15-19 iceren grup iginden
secilmis en az bir adet CDRH1 icermekte; SEQ ID NO: 20-26 grup iginden segilmis en
az bir adet CDRH2 icermekte; SEQ ID NO: 27-31 igeren gruptan segilmis en az bir
adet CDRH3 igermektedir.

Diger uygulamalarda, agadidaki iki paragrafta anlatiidigi sekilde, mevcut bulusun
baglayici bilegeni bir adet hafif zincir dedisken etki alani ve bir adet adir zincir dedisken

etki alani veya bunlarla ilgili antikor baglayici pargalan icermektedir.

Bazi uygulamalarda, badlayici bilesen cergeve bdlgesinin amino asit diziliminin
tamamen veya dnemli Slglide hepsinin insan immunoglobulin amino asit dizilimi olan bir

gergeve bdlgesi icermektedir.

Bazi uygulamalarda, istemlerde tanimlandidi Gzere hafif ve/veya adir zincir degisken
etki alanlan bir veya daha fazla CDR degiskeni igerebilir. Cesitli uygulamalarda
degisken etki alani 1'e kadar olan SEQ ID No dizilimi ile ilgili korunarak modifiye
edilmis amino asit kalintilan igerebilir. Korunumlu amino asit dedisimleri Tablo 1'de

verilmigtir.

Tarifnamenin bazi uygulamalarinda hafif zincir degisken etki alani SEQ ID NO: 14’Gn
kalintilari 1-108 veya bunlarla ilgili degisken icermektedir. Tarifnamenin bazi
uygulamalarinda agir zincir degisken etki alani, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 veya
SEQ ID NG: 8 gihi, SEQ ID NO: 6-8 olanlardan kalintilar 1-116 iceren grup iginden

segilen bir dizilim icerebilir. Tarifnamenin gesitli uygulamalarinda, varyant dedisken etki
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alani, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 30, 40 veya 50’'ye kadar veya daha fazla sirali
SEQ ID No dizilimi ile ilgili korunarak modifiye edilmis amino asit kalintilar icerebilir.
Tarifnamenin bir bagka uygulamasinda ise, baglayici bilesen bir adet hafif zincir
degdisken etki alan ve bir adet adir zincir dedisken etki alani veya bunlarla ilgili antikor

badlayici parcalan icermektedir.

Tarifnamenin bir uygulamasinda, baglayici bilesen SEQ ID NG: 14’Un bir adet hafif
zincir dizilimi ve/veya SEQ ID NO: 6-8 iceren gruptan segilmis bir adet hafif zincir

dizilimi igermektedir.

Diger uygulamalarda, mevcut bulugsun baglayici bilesenleri bir adet hafif zincir degisken
etki alani veya bununla ilgili, 6zinde SEQ ID NO: 14'Un kalintilan 1-108 ve/veya bir
agir zincir degisken etki alani veya hunlarla ilgili antikor badlayici pargasi ihtiva eden,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 veya SEQ ID NO: 8 gibi, SEQ ID NO: 6-8 olanlardan
kalintilar 1-116 igeren grup iginden segilen bir dizilim ihtiva eden bir antikor baglayici

parcasi icermektedir.

Diger uygulamalarda, mevcut bulusun baglayici bileseni bir adet hafif zincir degisken
etki alani veya bununla ilgili, SEQ ID NO: 14’Gn kalintilari 1-108 ile en azindan %50,
%75, %80, %85, %90, %95, %98 veya %92 dizilim homolojisine sahip antikor badlayic
parca, ve/veya bir adet agir zincir etki alanina veya SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 veya
SEQ ID NO: 8 gibi, SEQ ID NO: 6-8 kalintilan 1-116 igeren grup iginden segilen bir
dizilim ile en azindan %50, %75, %80, %85, %90, %95, %98 veya %99 dizilim

homolojisine sahip antikor baglayici parca icermektedir.

Burada ac¢iklanan bir uygulamada, baglayici bilegsen kalintilar 20-30 igeren epitopa
insan IL-23p19 (SEQ ID NO: 47) veya kalintlar 82-110 veya her ikisiyle de
baglanmaktadir. Tarifnamenin diger bir uygulamasinda, IL-23p19 badlayici bileseni
bazi veya butin kalintilar K20, T23, W26, S27, P30, E82, 895, L96, L97, P98, D99,
P101, G103, Q104, H106, A107 ve L110 igeren ve istege bagl olarak kalintilar L24,
L85, T91, S100 ve V102 igeren epitopa bajlanmaktadir. Istemlerde tanimlandig lizere
bulugun antikoru veya antijen baglayici pargasi, SEQ ID NO: 47'nin K20, T23, W26,
S§27, P30, E82, S95, L96, L97, P98, D99, P101, G103, Q104, H106, A107 ve L110
kalintilarini iceren bir epitopta insan IL-23'e baglamr. Cesitli uygulamalarda, ilgili

antikorun epitopu antikorun X-ray kristal yapisinin temini ile belirlenmektedir: antikor
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kompleksi ve belirleyicinin, ilgili antikor Gzerindeki antikorun belirlenmis mesafesi, drnek
olarak 4A veya 5A oldugu, icerisinde IL-23p19 izerinde kalinti birakmaktadir.
Tarifnamenin bazi uygulamalannda epitop, kalintlarin en azindan %30, %40, %45,
%50 veya %54’un antikorun belirlenmis mesafesi icinde oldugu IL-23p19 boyunca 171’li

veya daha fazla bitisik amino asit kalintilan olarak tanimlanmaktadir,

Bir uygulamadaki bulus, gapraz-sinirlama analizi iginde insan IL-23'ne mevcut bulusun
baglayici bileseninin badlanmasini engelleme kabiliyeti olan antikorlar ile ilgilidir. Diger
bir uygulama, IL-23 dolayisiyla, sinirlandirma olmaksizin bu gibi faaliyetler kendi
alicisina baglanmasi ve Tu17 hicrelerini cogalmasi veya hayatta kalmasini tegvik etme

amach gerceklestirilen faaliyeti engelleme kabiliyeti olan baglayici bilegenler ile ilgilidir.

Bazi uygulamalarda, mevcut bulusun badlayic bilesidi ayrica, adir zincir sabit bélgesini
icerir, burada agir zincir sabit bdlgesi, y1, yv2, y3, veya y4 insan agir zincir sabit bolgesi
veya bunlarin varyantini igermektedir. Cesitli uygulamalarda hafif zincir sabit bolgesi bir

lambda veya bir kappa insan hafif zincir sabit bolgesi igermektedir.

Cesitli uygulamalarda, mevcut bulusun baglayici bilesikleri, poliklonal, monoklonal,
kimerik, hUmanize veya tamamen insan antikorlar veya bunlarin pargalaricdir. Mevcut
bulug ayrica antijen baglayici pargacigin, Fab, Fab', Fab'-SH, Fv, scFv, F(ab'):, ve bir

¢ift antikor igeren gruptan segilmis bir antikor oldugunu diisinmektedir.

Mevcut tarifhame, IL-23'0n biyolojik etkinligini 6nlemek igin yeterli miktarda IL-23’e
6zgl olan antikora {veya bununla ilgili antijen baglayici parcasinin) gereksinimi olan bir
denege verildigi sekilde bir insan denekteki bagisiklik tepkisini bastirma yéntemini
kapsamaktadir. Bazi uygulamalarda, IL-23 igin belirli olan antikor himanize veya
kimerik antikor olabilir. Diger uygulamalarda, badisikhk tepkisi artrit, sedef hastaligi ve
inflamatuar bagirsak hastali§i dahil olarak bir inflamatuar tepkidir. Diger uygulamalarda
bagisikhk tepkisi multipl skleroz, iveit, sistemik lupus eritrematoz ve diyabet dahil
olarak otoimmiin tekidir. Diger uygulamada, denek kanser hastasidir ve bagisiklik
tepkisi Th17 tepkisidir. Bir uygulamada bulus, bir insan denekte bagisiklik tepkisinin
baskilanmasinda kullaniimaya ydnelik istemlerde tanimlanan antikoru veya antijen
baglayici parcasimi sadlar, burada badisikhk tepkisi, inflamatuar bir tepki veya

otoimmun tepkidir; ornegin artrit, sedef, inflamatuar badirsak hastalhgi, multipl skleroz,
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sistemik lupus eritematozus, diyabet ve kanserden olusan gruptan secilen bir

bozuklugun tedavisinde kullamima yoneliktir.

Mevcut bulus ile ilave immiino baskilayici veya anti-inflamatuar etmen verilmesi
tasarlanmaktadir. Mevcut bulusun baglayici bilesikleri, baglayici bilesen veya bununla
ilgili antijen baglayici parga igeren, farmakolojik olarak taninabilecek bir tasiyici veya
sulandinct ile birlikte kullanilabilecek farmakolojik bir bilesim iginde olabilir.
Tarifnamenin bir bagka uygulamasinda, farmakolojik bilesim immiino baskilayici veya

anti-inflamatuar etmen igerebilir.

Mevcut tarifname, baglayici bilegenin antikor somutlastinimasinin polipeptit dizilimini
kodlayan izole edilmis nilkleik asidi kapsamaktadir. Nilkleik asit, vektor ile asit verilmis
bir konak hlcre ile taninmis kontrol dizilimlerine uygulanabilir sekilde baglanmis bir
acicl kas vektord olabilir. Ayrica, vektorll igceren konak hiicre ve nukleik asidin aciga
¢iktig kosullar altinda konak hiicrenin kiiltiirlenmesini igeren polipeptit (retimi metodu,
dolayisiyla polipeptit (retimini ve polipeptidin  konak hiicre veya ortamdan

kurtariimasini kapsamakitadir.

Cesitli uygulamalarda, antikor veya antijen kullanimi ile, bununla ilgili mevcut
kullanimda, bunlarla sinirh olmaksizin, inflamatuar hastalik, otoimmiin hastalik, kanser,
bulagici hastalik (0rn. bakteriyel, mikrobakteriyel, viral veya mantarla ilgili enfeksiyon ve
kronik enfeksiyonlar dahil olarak), artrit, sedef hastalidi, inflamatuar bagirsak hastaligi,
multipl skleroz, Gveit, sistemik lupus eritrematoz ve diyabet gibi bozukluklarin

tedavisindeki ilaclarin dretilmesi ile ilgilidir.

Diger uygulamalarda tarifname, bunlarla sinirh olmaksizin, inflamatuar hastalik,
otoimmun hastalik, kanser, bulasici hastalik (drn. bakteriyel, mikrobakteriyel, viral veya
mantarla ilgili enfeksiyon ve kronik enfeksiyonlar dahil), artrit, sedef hastahgi,
inflamatuar badirsak hastali§i, multipl skleroz, (veit, sistemik lupus eritrematoz ve
diyabet gibi bozukluklarin tedavisine yodnelik burada agiklanan baglayici bir bilesigi

iceren farmasdtik kompozisyonlari ile ilgilidir.

Bazi uygulamalarda, mevcut bulusun baglayici bilesigi veya farmasotik kompozisyonu,
denekteki hastalik semptomlarinin gerileme surecin uzamasina neden olmaktadir, éyle

ki dozlama arahd) denegin igcindeki badlayici bilegsenin yari dmriinden daha fazla bir
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zamana genisletilebilir, drnedin tekrarlayan-dizelen hastalik tedavisindeki gibi. Cesitli
uygulamalarda, bir ila¢ verme ile digeri arasindaki aralik 6-, 8-, 10-, 12-, 16-, 20-, 24-,
30-hafta veya daha fazladir. Diger uygulamalarda, tek bir ila¢ verimi tekrarlamalarnn

kalici sekilde dnlemek i¢in yeterlidir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1. fare anti-insan IL-23p19 antikor klonu agir zincir degisken etki alanin
dizilimlerinin kargilagtinimasini gdstermektedir. Dizilimler klonlar m1A11, m11C1,
m5F5, m21D1, m13B8, h13B8a, h13B8b ve h13B8c icin belirtiimistir. CDRler
gosterilmistir. Her iki sekilde, “m” éneki bir fare antikoru ifade etmekte ve *h” ise
hilmanize antikoru ifade etmektedir. Onekler “a”, “b” ve “¢” , asagida detaylica
belirtilecek olan, himanize 13B8 adir zincir dedisken etki alanimin varyantlarini isaret

etmektedir.

Sekil 2, fare anti-insan IL-23p19 antikor klonu hafif zincir degisken etki alanin
dizilimlerinin karsilagtinimasini gdstermektedir. Dizilimler klonlar m1A11, m11C1,
m5F5, m21D1, m13B8, h13B8 ve CDRIer i¢in belirtiimistir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Ekteki istemler dahil olarak burada kullanildigi sekilde, belitme edatlar metinde agikga
tam aksini belitmesine ragmen ilgili gogul referanslarini da kapsamaktadir. Tablo 7. bu
uygulamada kullanilan dizilim belirteglerinin bir listesini gdstermektedir. Buradaki
referanslarin émek olarak gosterilmesi yukarida anilanlardan herhangi birinin gecerli
bulus dncesi teknik durum olarak kabul edilmesi amacini tasimamakta ne de bu
yayinlarin veya dokUmanlarin igeriginin veya tarihine karst olan herhangi bir kabul

edilmesine dayanak teskil etmemektedir.
. Tanimlar
“Proliferatif etkinlik”, dmedin. normal hdcre bélinmesi, ayni zamanda kanser, timdrler,

displazi, hucre transformasyonu, metastaz ve anjiyogenez gibi gerekli olan veya

ozellikle iliskilendirilmis faaliyetleri tegvik etmeyi kapsamaktadir.
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“‘llag verme” ve ‘“tedavi”, hayvan, insan, denek, hiicre, doku ve biyolojik siviya
uygulanirsa, ekzojen farmasotik, terapodtik, diyagnostik etmen temasi) veya hayvan,
insan, denek, hucre, doku ve biyolojik sivi kompozisyonunu ifade etmektedir. “ilag
verme” ve “tedavi’, 6rnek olarak terapdétik, farmakokinetik, diyagnostik, arastirma ve
deneysel yontemleri ifade etmektedir. Bir hlicrenin tedavisi bir reaktifin hiicreye temasi,
ayni zamanda reaktifin hiicre ile temas halinde olan bir siviya temasini da
kapsamaktadir. “llagc verme” ve “tedavi’, ayrica in vitro ve ex vivo tedaviler anlamina
gelmektedir, ornegin, bir hiicrenin, bir reaktif aracihdiyla, veya diger bir hicre ile
tanilayici, baglayici birlegsimde olmasidir. “Tedavi”, bir insan, veteriner veya arastirma
denegine uygulanan tedavi edici, dnleyici veya koruyucu dnlemlere, arastirma ve teshis
edici uygulamalan ifade etmektedir. “Tedavi”, bir insan, veteriner veya arastirma
denegine, veya hicre, doku veya organa uygulandiginda, bir etmenin hayvan denege,
bir hlcreye, dokuya, fizyolojik bolgeye veya fizyolojik sivi ile temas etmesini
kapsamaktadir. “Bir hlicrenin tedavisi®, etmenin IL-23 alicisi (IL-23R/IL-12Rbeta
heterodimer) ile temas ettidi durumlar, érmek olarak. sivi asamasinda veya koloidal
asamasinda olan ayrica agonist veya antagonistin hiicre veya alici ile temas etmedigi

durumlarda.

Burada kullanildidi sekilde, “antikor” istenilen biyolojik faaliyeti gosteren antikorun
herhangi bir formunu ifade etmektedir. Dahasi, en genis anlamiyla kullanilmis ve
Ozellikle monoklonal antikorlar (tam uzunlukta monoklonal antikorlar dahil), poliklonal
antikorlar, coklu-6zellikli antikorlar (0rn. bispesifik antikorlan), kimerik antikorlari,
himanize antikorlar, tamamen insan antikorlarini, istenilen biyolojik faaliyeti

gbsterdikleri siirece kapsamaktadir.

Burada kullanildigi sekilde, terimler “IL-23p12 baglayici pargasi”, ilgili baglayici par¢a”
veya “ilgili antijen baglayici par¢a” IL-23p19 faaliyeti engelledigi biyolojik faaliyet iginde
kalmayl &énlemli dlgide surdlirmekte olan bir antikorun parcasinin veya tlrevini
kapsamaktadir. Dahasi, “antikor pargas!” terimi ve IL-23p19 baglayici pargasi tim
uzunlukta bir antikoru, genel olarak antijen baglayici veya ilgili dedisken bdlgeyi ifade
etmektedir. Antikor pargalan o6rnekleri Fab, Fab', F(ab'),, ve Fv pargalarini; cift
antikorlar; dogrusal antikorlar; tekli zincir antikor molekiillerini, érnedin. sc-F; ve antikor
parcalarindan clusmus ¢oklu-spesifik antikarlanni icermektedir. Genellikle, bir baglayici
parca ve tlrev kendi IL-23p19 dnleyici faaliyetinin en az %10’'u kadannm muhafaza

etmektedir. Oncelikli olarak, baglayicl parca veya tirev kendi IL-23p19 odnleyici
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faaliyetinin en az %25, %50, %60, %70, %80, %90, %95, %99 veya %100’0 (veya
fazla) kadarini muhafaza etmekle beraber, yeterli baginti ile herhangi bir baglayici
parca istenilen biyolojik etkinin ortaya cikartilmasi icin etkili olmaktadir. Ayrica, IL-
23p19 badlayict pargast kendi biyolojik faaliyetini énemli &lglide degdistirmeyen

korunumlu amino asit degistirimlere sahip varyantlar icermektedir.

Burada kullanildi§i sekilde, “Monoklonal antikor” terimi énemli dlgiide homojen antikor
populasyonundan elde edilen bir antikoru ifade etmektedir, ornedin. gok kulglk
miktarlarda bulunan dodal olarak meydana gelen mutasyonlar i¢in olanlar haricindeki
popilasyonu iceren bagimsiz antikorlar. Monoklonal antikorlar oldukc¢a belirgin, tek bir
antijenik epitopa dogru yoénlendirilmistir. Tam tersine, geleneksel (poliklonal) antikor
hazirlamalar genel anlamda dedisik (veya belirli) epitoplara dogru ydnlendiriimis
antikor yogunlugunu icerir. “Monoklonal” dizenleyici dnemli dlglide homojen olan
antikor popullasyonundan elde edilmis olan antikorun karakterini ve herhangi bir ézellikli
ybntem ile antikor Uretimi gereksiniminin olusturulamayacagini ifade etmektedir. Ornek
olarak, mevcut icada uygun olarak kullanilacak monoklonal antikorlar ilk kez Kohler ve
arkadaglan (1975) Nature 256: 495, tarafindan tanimlanmig hibridom ydntemi veya
rekombinant DNA ydntemleri ile yapilabilir (bakiniz, 6rn., ABD Patent No. 4.816.567).
“Monoklonal antikorlar” érnek olarak Clarkson™in vd. (1921) Nature 352: 624-628 ve
Marks ve arkadaslan (1991) J. Mol. Bicl. 222: 581-597, tanimladi§) teknikler

kullanilarak agsama antikor yiginlarindan izole edilebilir.

Monoklonal antikorlar &zellikli bir tarden tlretilen veya belirli antikor sinifi veya
altsinifina ait antikorda agir vefveya hafif zincirin ilgili dizilimlere benzer veya homolog
oldugu, bu arada zincir(ler)in geri kalan kisminin diger turlerde taretildigi veya diger
antikor sinifi veya altsinifina ait olan antikorlar ig¢indeki ilgili dizilimlerin, ayni zamanda
bu tir antikorlarin parcalarnnin da benzer veya homolog oldudu, bodylelikle istenilen
biyolojik faaliyeti sergileyebilecekleri, bdlim icerisindeki “kimerik® antikorlan
icermektedir. ABD Patent No. 4,816,567; Morrison ve arkadaslan (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81: 6851-6855.

“Antikor etki alani”, sadece dedisken bdlgeli agir zincir veya degisken bélgeli hafif zincir
iceren immunolojik olarak fonksiyonlu immuanoglobulin pargasidir. Bazi durumlarda iki

veya daha fazla Vu boélgesi iki degerli antikor etki alani olugturmak icin peptit bag



10

15

20

25

30

35

11

diizenleyicisi ile esdegerli bir sekilde birlestirilir. iki dederli antikor etki alaninin iki Vi

bolgesi ayni veya farkli antijenleri hedef alabilir.

“Iki degerli antikor” iki adet antijen badlanma alani icerir. Bazi durumlarda, iki baglanma
alani ayni antijen spesifikliklerine sahiptir. Bununla birlikte, iki degerli antikorlar cift

spesifik olabilir (agagiya bakiniz).

Burada kullanildigi sekilde, *tekli-zincir FV" veya “scFv” antikor terimi, antikorun Vy ve
V_ etki alanlarini, bu alanlarin tek bir polipeptit zincir iginde sunuldugu, iceren antikor
parcalarini ifade etmektedir. Genel olarak, polipeptit antijen baglantisi icin istenilen
yvapida olugturulmas icin sFv'yi etkin hale getiren Vy ve Vi etki alanlan arasindaki
polipeptit bag dizenleyicisi icermektedir. sFv incelemesi i¢in Pluckthun (1994) THE
PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL ANTIBODIES, Cilt 113, Rosenburg ve Moore
ed. Springer-Verlag, New York, sayfa 269-315 bakiniz.

Monoklonal antikorlar, irilestirilmis tekli etki alani antikorlarinin igermektedir. Bakiniz,
om., Muyldermans ve arkadaslan (2001) Trends Biochem. Sci. 26:230; Reichmann ve
arkadaslan (1999) J. Immunol. Methods 231:25; WO 94/04678; WO 94/25591; ABD
Patent No. 6,005,079). Bir uygulamada, mevcut tarifname tekli etki alani antikorlarinin
olusturuldugu sekilde modifikasyonlar ile iki adet V4 etki alani iceren tekli etki alani

antikorlar saglamaktadir.

Burada kullanildi§i sekilde, “gift antikorlar” terimi parcalarinin ayni polipeptit zincir V-
VL veya V-Vy) icinde bir hafif zincir dedisken etki alanina (V) baglanmis agir zincir
degisken etki alam (Vy) icerdidi iki antijen-baglayici alan ile kug¢ik antikor parcaciklar
ifade etmektedir. Kisa bir bag duzenleyicisinin kullanilmasi ayni zincir Uzerindeki iki etki
alani arasindaki eslesmeye olanak sadlamakta, etki alanlan diger zincirin tamamlayici
etki alanlan ile eslesmeye zorlanmakta wve iki adet antijen-badlayici alan
olusturmaktadir. Cift antikorlar daha kapsaml sekilde, érn, EP 404,097; WO 93/11161;
ve Holliger ve arkadaslan (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448
anlatilmigtir. Mihendislik olarak gelistiriimis antikor degiskenleri incelemesi icin Holliger
ve Hudson (2005) Nat. Biotechnol. 23:1126-1136 bakiniz.

Burada kullanildigi sekilde, *hdmanize antikor” insan olmayan (drn. fare) ve ayni

zamanda insan antikorlarindan gelen dizilimler igeren antikor sekillerini ifade
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etmektedir. Bu tdr antikorlar insan olmayan imminoglobulinden gelen asgari dizilimi
ihtiva ederler. Genel olarak, insan olmayan immuinoglobulin veya butin veya dnemli
Olgude bitin FR bélgeleri insan imminaglobulin dizilimi ile uyumlu olan batin veya
onemli dlclide batin ¢ok dediskenli déngllerinin icinde blylk d&lclide hepsinin en
azindan bir, ve genellikle iki dedisken etki alani igermekte oldudu himanize
antikorlardir. Hiimanize antikorlar, genellikle insan imminoglobulini olan, en azindan
bir kisim immiinoglobulin sabit bolgesi (Fc) igermektedir. Onekler "hum", "hu" veya "h",
ebeveyne ait kemirgen antikorlardan (6rn. fare 13B8 veya m13B8). gelen himanize
antikorlar (6rn. hum13B8) ayirt etmek gerekli oldugunda antikor klon belirlemelerine
eklenir. Kemirgen antikorlarin himanize sekilleri, genel olarak ebeveyne ait kemirgen
antikorlarin ayni CDR dizilimlerini icermesine ragmen, belidi amino asit degistirimleri,
benzesimi arttirmak, hiimanize antikorun stabilitesini arttirmak veya dider nedenlerle
dahil edilebilir.

Mevcut bulustaki antikorlar ayrica degistiriimis dengeleyici Ozellikleri saglamak igin
modifiye edilmis (veya bloke edilmis) Fc bélgeleri olan antikorlar igermektedir. Bakiniz,
orn. Pat. No. 5,624,821, WO02003/086310; WOQ2005/120571;, WO2006/0057702,
Presta (2006) Adv. Drug Delivery Rev. 58:640-656. Bu tir bir degistirme, teshis ve
tedavide olasi en faydali etkileri ile bagdisiklik sistemini gesitli reaksiyonlarini gelistirmek
veya bastirmak icin kullanilabilir. Fc bélgesindeki dedisimler amino asit degisikliklerini
(ver degistirme, ¢ikarma ve yerlestirme), glikosilasyon ve deglikosilasyon ve goklu Fc
ekleme igermektedir. Fc'yve yapilan degisiklikler tedaviye ait antikorlarin igindeki
antikorlarin yarlanma dmranu degistirebilir ve daha uzun yarilanma omri, beraberinde
gelen uygunlugun arttinimasi ve materyal kullaniminin azaltiimasi ile birlikte, daha
dusuk frekansl dozlama ile sonuclanabilir. Bakiniz Presta (2005) J. Allergy Clin.
Immunol.116:731 at 734-35.

“Tam insan antikoru” terimi, sadece insan immdnoglobulin protein dizilimleri igeren
antikoru ifade etmektedir. Tam insan antikoru, eder bir farede veya bir fare hiicresinden
tiretilmis bir hibridom iginde Uretiimisse fare karbonhidrat zincirleri igerebilir. Benzer
sekilde, “fare antikoru” sadece fare immiinoglobulin dizilimleri igeren antikoru ifade
etmektedir. Tam insan antikoru bir insan iginde, insan imminoglobulin germline
dizilimlerine sahip bir transgenik hayvan icinde, agsama goruntuleme veya diger

molekiler biyolojik yontemler ile Gretilebilir.
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Burada kullanildi§i sekilde “cok dedisken bdlge”, antijen-badlayicidan sorumlu olan
antikorun amino asit kalintilarm ifade etmektedir. Cok degiskenli bolge, bir
“tamamlayict determinant bdlge” ve “CDR” ‘dan gelen amino asit kalintilarm
icermektedir (drn. hafif zincir degdisken etki alanindaki kalintilar 24-34 (CDRL1), 50-56
(CDRL2) ve 89-97 (CDRL3) ve agir zincir degisken etki alanindaki kalintilar 31-35
(CDRH1), 50-65 (CDRH2) ve 95-102 (CDRH3) (Kabat ve arkadaslan (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5. baski. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md.) ve/veya “¢ok dediskenli dongu” *
kalintilar (6rn. hafif zincir degisken etki alanindaki kalintilar 26-32 (L1), 50-52 (L2) ve
91-96 (L3) ve adir zincir degisken etki alanindaki kahntilar 26-32 (HI), 53-55 (H2) ve
96-101 (H3) (Chothia ve Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917). Burada kullanildigi

sekilde “cerceve” ve “FR” terimi, burada CDR kalintilan olarak belirtilen ¢ok degisken

den gelen

bolge kalintilanindan ziyade degisken etki alani kalintilarini ifade etmektedir. Yukarnidaki
numaralandirma Kabat numaralandirma sistemi ile ilgilidir ve ilisikteki Dizilim Listesinde

dizilim numaralandirmasina detayl sekilde uymasi gerekmemektedir.

“Baglayici bilesik”, bir molekdll, kiglk molekilti, makro molekdll, polipeptit, antikor
veya parcayl ve ilgili benzesimi, veya hedefe baglanabilme yetenedine sahip cdzintr
alicy! ifade etmektedir. “Baglayici bilesik™ ayrica timlesik molekdlleri ifade etmektedir,
om. iyonize edilmis molekille, ve egsdeder olan ve esdeder olmayan modifiye edilmis
olan esdeder olmayan bir timlesik, orn. fosforilasyon, asilasyon, capraz badlanti,
siklizasyon veya sinirli bélinme ile modifiye edilmis hedefe baglanmaya kabiliyetli olan.
Antikorlara referans olarak kullanildidinda, “badlayici bilegik” terimi hem antikorlari hem
de ilgili antijen badlayici parcalar ifade etmektedir. “Baglayici” badlanma
kompozisyonun normal Brownian hareketindeki azalmadaki birlesme sonuglarinin
oldugu hedef ile baglayici bilegsimin iligkilendirmeyi, bu baglayici birlesimin solisyon
iginde sonuglandi§l veya askiya alindi§) durumlarda, ifade etmektedir. “Baglayici
birlesim” bir molekiill, érnegdin bir baglayici bilesigin hedefe badlanmaya yetkin olan bir
dengeleyici, eksipiyan, tuz, tampon, solvent veya katki ile kombinasyon halinde olmasi

gibi.

“Korunumlu degistiriimis varyantlar” veya “korunumlu dedistirim”, bu bilim dalindaki
yetenedi bilen amino asitlerin degistirimini ifade etmek ve genel olarak sonu¢ olarak

alinan molekulun biyolojik aktivitesini degistirmeden, polipeptidin gerekli bélgelerinde
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olsa bile, yapiimaktadir. Bu gibi érnek gésterilen dedistirimler asagida gbsterilen Tablo

1'de belirtilenlere gére yapiimaktadir:

Tablo 1

Ornek Korunumlu Amino Asit Degistirimleri

Orijinal kalinti Korunum degistirimi
Ala (A) Gly; Ser

Arg (R) Lys, His

Asn (N) Gln; His

Asp (D) Glu; Asn

Cys (C) Ser; Ala

GIn (Q) Asn

Glu (E) Asp; GIn

Gly (G) Ala

His (H) Asn; GIn

lle (1) Leu; Val

Leu (L) lle; Val

Lys (K) Arg; His

Met (M) Leu; lle; Tyr
Orijinal kalinti Korunum degistirimi
Phe (F) Tyr; Met; Leu
Pro (P) Ala

Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr; Phe

Tyr (Y) Trp; Phe

Val (V) lle; Leu
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Buna ilave olarak, bu bilim dalinda yetenedi bilinenler, genelde palipeptidin gerekli
olamayan bélgelerindeki tekli amino asit degistirimlerin énemli dl¢ide biyolojik aktiviteyi
degistirmedigi bilinmektedir. Bakinmiz, ém., Watson ve arkadaslan (1987) Molecular
Biology of the Gene, The Benjamin/Cummings Pub. Co., s. 224 (4th Edition).

“Oziinde icermekte olan” ifadesi veya varyasyonlari, dzellikler ve istemler boyunca
ezbere soOylenen ddeleri veya 6ge gruplarinin dahil edildigini belirmek ve diger
Ogelerin, benzer veya sodylenenlerden farkli tabiata sahip, beliri dozaj idaresinin,
yonteminin  veya bilesiminin temel ve o6zgun &zelliklerini maddesel olarak
degistirmeyen, &delerin iste§e bagh olarak dahil edilmesi icin kullanmlmigtir.
Sinirlandinimamig bir 6rnek olarak, esasen sdylenen amino asit dizilimi iceren bir
badlayici bilesik bilesigin bagdlayici 6zelliklerini maddesel olarak dedistirmeyen bir veya
daha fazla amino asit kalintisini degistirimi dahil clarak bir veya daha fazla amino asidi

icermektedir.

“Efektif miktar” tibbi durumun semptomu veya isaretini diizeltmek veya 6nlemek igin
gerekli miktari belirtmektedir. Efektif miktar ayrica teshise olanak saglayan veya
kolaylastiran yeterli miktar anlamina da gelmektedir. Belirli bir hasta veya veteriner
denedi icin olan efektif miktar tedavi edildidi kosullara, hastanin genel sagligina,
izlenen yontemlere, ilag verme dozajina ve yan etkilerin énemi gibi faktdrlere gore
degisiklik gdsterebilir. Bakiniz, érn., ABD Patent No. 5,888,530. Efektif miktar, azami
doz veya onemli yan etkileri veya zehirli etkileri énleyici doz protokoli olabilir. Etki,
diyagnostik énlem veya parametrenin gelistirimesinde en azindan %5, genellikle en
azindan %10, ¢ogunlukla en azindan %20, godunlukla en azindan %30, tercihen en
azindan %40, tercihen en azindan %50, tercihen en azindan %60, ideal olarak en
azindan %70, daha ideal olarak en azindan %80 ve en ideal olarak en azindan %90
olarak %1000n normal denek tarafindan gosterilen diyagnostik parametre olarak
tanimlandi§i. Bakiniz, drnegin Maynard ve arkadaglar (1996) A Handbook of SOPs for
Good Clinical Practice, Interpharm Press, Boca Raton, FL; Dent (2001) Good
Laboratory ve Good Clinical Practice, Urch Publ., Londra, Birlesik Krallik.

“Badisikhk durumu” ve “ba@isiklik bozukluguna”, patolojik inflamasyon, inflamatuar
bozukluk ve otoimmuin bozuklugu veya hastah@ ormek olarak verilebilir. “Bagisikhk
durumu” aynca kanser, timdrler ve anjivogenez gibi enfeksiyonlar, bagisiklik sistemi

tarafindan yok edilmeye kars! koyan enfeksiyonlar, timérler ve kanserler dahil olarak,
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kalici enfeksiyonlar ve proliferatif durumlari ifade etmektedir. “Kanserli olma durumu”,
kanser, kanser hicreleri, timdrler, anjiyogenez ve displazi gibi kanser dncesi kosullan

kapsamaktadir.

“Inflamatuar bozukluk®, tOm veya kismen patoloji sonuglarinin, érnegdin. Bagisiklik
sisteminin hiicrelerindeki sayisinda degisiklik, yer degistiim hizindaki degisiklik,
aktivasyondaki degisiklik gibi, oldugu bir bozukluk veya patolojik kosul anlamina
gelmektedir. Bagisikhk sisteminin hiicreleri, T hicreleri, B hiicreleri, monositler veya
makrofajlar, antijen sunan hicreler (APCler), dendritik hicreler, mikrogliya, NK
hicreleri, NKT hicreleri, nétrofiller, eozinofil, mast hicreleri veya sitokin-Ureten
endotelyal veya epitelyal hicreler gibi 6zellikle immaunoloji ile iligkilendirilmis herhangi

diger hucreleri kapsamaktadir.

“IL-17 Greten hiicre”, klasik TH1-tipi T hiicresi veya TH2-tipi T hiicresi olmayan, Tu17
hiicreleri olarak anilan bir T hiicresi anlamina gelmektedir. Tu17 hicreleri detayli
sekilde Cua ve Kastelein (2006) Nat. Immunol. 7:557-559; Tato ve O'Shea (2006)
Nature 441:166-168; lwakura ve Ishigame (2006) J. Clin. Invest. 116:1218-1222 ele
alinmigtir.  (6rn., mitojen tepki P-proteini; kemokin ligandi 2; interlékin-17 {IL-17);
kopyalama faktoru ile ilgili RAR; ve/veya sitokin sinyal gonderme 3'Un baskilayicisi), IL-
23 agonist ile tedavinin ibaresinin IL-12 agonist ile tedaviden daha hiyik oldugu, “daha
blylk” terimi asadida agiklanmaktadir. IL-23 agonist ile ibaresi, IL-12 tedavisinden
genellikle en azindan 5-misli daha blylk, tipik olarak en azindan 10-misli daha biyik,
daha tipik olarak en azindan 15-misli daha biyuk, en tipik olarak en azindan 20-misli
daha buylk, tercihen en azindan 25-misli daha blyik ve en ¢ok tercih edilen olarak en
azindan 30-misli daha biyiktir. Onemli élciide saf IL-17 {reten hiicreler populasyonu
ile tedavi edildiginde, ekstensdr dlgulebilir. Bir Th17 tepkisi, genellikle Th1 tepkisi ile
bastinimis olarak birlestiriimis aktivite ve/veya Th17 hucrelerin ¢ogalmasi igindeki

immun tepkisidir,

Dahasi, “IL-17-lreten hicre”, hiicre gelismesi veya hicre farklilasmasi izyolu iginde
islenmis olan 6ncul veya haberci hicreyi icermekte, bir IL-17 Uretici hlcrenin
farkllasmas! asadida aciklanmistir. IL-17 Gretici hicreye olan éncil veya haberci
hucre, lenf hezi bogaltiimasi (DLN) icinde bulunabilir. Buna ilave olarak, “IL-17 Gretici
hucre”, agsagida aciklanan sekilde, orn. forbolester, iyonofor ve/veya karsinojen

tarafindan  etkinlestiriimis, dahas) farkhlastirnimis, depolanmig, dondurulmus,
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kurutulmus, etkisizlestiriimis, kismen dasdralmis sekilde, ©&rnedin  rekombinant
teknolojisi ile apoptoz, proteoliz veya lipid oksidasyon ile degistiriimis sekilde bir IL-17

uretici huacreyi icine almaktadir.

Burada kullanildi§i sekilde “izole edilmis nikleik asit molekild”, antikor nlkleik asidinin
dogal kaynadi ile normal olan iligkilendirilmis clan en azindan bir adst kontaminant
nikleik asit molekilinden tanimlanmis ve ayrilmis olan bir nikleik asit molekulini
ifade etmektedir. Izole edilmis nilkleik asit molekiilii dogada bulundugundan farkli
sekilde veya baglamdadir. Bu sebeple, izole edilmis nikleik asit molekilleri dodal
hicrelerde mevcut olan nikleik asit molekillerinde ayrilmaktadir. Bununla birlikte, izole
edilmis nukleik asit, normal sekilde antikoru digsa vuran, drmek olarak nuikleik asit
molekilinin dogal hucrelerden farkhh kromozoma ait yerde bulunmasi gibi, hicreler

icinde bulunan bir nOkleik asit molekill icermektedir.

“Kontrol dizilimleri”, belirli bir konak organizma iginde uygulanabilir sekilde link edilmis
kodlama siralamasinin ifadesi igin gerekli DNA dizilimlerini ifade etmektedir. Kontrol
dizilimleri prokaryotlar icin uygundur, drnegin bir kolaylastirici, uygulanabilir sekilde bir
uygulama dizilimi ve ribozom baglayici alan icermektedir. Okaryotik hicrelerin

kolaylastiricilan, poliadenilasyon sinyalleri ve geligtiricileri kullandig bilinmektedir.

Bir nikleik asit, diger bir nikleik asit dizilimi ile fonksiyonel iliskide oldugunda
“uygulanabilir sekilde baglanmis” olmaktadir. Omegin, bir én dizilim veya sekretuvar
lider igin olan DNA, Egder polipeptidin salgilanmasina katiimda bulunan bir én protein
olarak ifade edilmigsse, bir polipeptit icin DNA'ya uygulanabilir sekilde badlanabilir; bir
kolaylagtirici veya gelistirici, dizilimin uyarlanmasina etki ediyorsa, bir kodlama
dizilimine uygulanabilir sekilde bagdlanabilir; veya ribozom baglayici alan, yorumlamay
kolaylastirmak icin konumlandinlmissa, bir kodlama dizilimine uygulanabilir sekilde
baglanabilir. Genelde, “uygulanabilir sekilde badlanmig™ terimi baglanmig olan DNA
dizilimlerinin bitisik ve, bir sekretuvar lider durumda oldugunda ise bitisik ve okuma
yapisindadir. Bununla birlikte, gelistiricilerin bitisik olmasi gerekmemektedir. Baglama,
uygun kisittama alanlarinda ligasyon ile saglanmaktadir. Eger bu tlrden alanlar yoksa,
sentetik oligonikleotid adaptdrler veya baglayicillar geleneksel uygulamaya uygun

olarak kullanihrlar.
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Burada kullanildig1 sekilde, “hlcre”, *hlcre cizgisi” ve “hlcre kiltari” ifadeleri
degigstirilebilir sekilde kullanmlmigtir ve bu tlr batin beliremeler soy icermektedir.
Dahasi, “transformant” ve “donusturilmis hucre” kelimeleri, ilk denek hucreyi ve
transferlerin sayisina bakilmaksizin oradan tiretilmis kiltlrleri icermektedir. Bitln
soyun, kasith veya kasitsiz mutasyonlara baglh olarak DNA igerigi icinde tamamen
benzer olmadigi anlasilmigtir. Mutant soy, dahi edildigi 6zgln olarak ddnugtirilmasg
hiicre icin taramadan gegirildiginde ayni 0Ozellige veya biyolojik aktiviteye sahip

olmaktadir. Farkh belirlemeler istendidinde, bu baglamdan uzak olmaktadir.

Burada kullanildidi sekilde, “polimeraz zincir reaksiyon” ve “PCR® belirli miktarda
nukleik asit, RNA ve/veya DNA'nin yok denecek kadar az miktarlannin ABD Patent No.
4.683.195'de belirttigi sekilde gl¢lendirildigi prosediirll veya teknigi ifade etmektedir.
Genellikle, ilgilenilen bodlgenin veya daha ilerisinin sonundan gelen dizilim bilgisinin
mevcut olmas) gereklidir, bdylelikle oligoniikleotid primerler tasarlanabilecektir; bu
primerler guglendirilecek olan 6rnedin karsit dizilerine dogru bir dizilim iginde 6zdes
veya benzer olmalidir. iki primerin terminal niklectidleri giiglendirilmis materyalin uglari
ile értigebilir. PCR, belirli RNA dizilimlerini, toplam genomik DNA’dan gelen belirli DNA
dizilimlerini ve toplam hiicresel RNA, bakteriyofaj veya plazmid dizilimlerden kopyasi
gikartilmig cDNAyi glglendirmek igin kullanilabilir. Bakiniz Mullis ve arkadaglar {1987)
Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51:263; Erlich, ed., (1989) PCR TECHNOLOGY
(Stockton Press, N.Y.) Burada kullamldig! sekilde PCR, bir primer olarak bilinen niikleik
asidin kullanilmasini igeren nukleik asit test 6rnegini glglendirmek igin olan nukleik asit

polimeraz reaksiyon yonteminin bir drmegi, veya tek 6rnegi, olarak kullanilabilir.

Burada kullanildigi sekilde “germline dizilimi” terimi, kemirgen (érn. fare) ve insan
germline dizilimleri dahil olarak yeniden duzenlenmemis immunoglobulin DNA
dizilimlerini ifade etmektedir. Herhangi uygun yeniden dizenlenmemis immunoglobulin
DNA kaynad: kullanilabilir. insan germline dizilimleri, érnegin Birlesik Devletler Ulusal
Saglik Enstitilileri Artrit ve Muskuloskeletal ve Cilt Hastaliklari Enstitlisi internet
sayfasindaki JOINSOLVER® germline veri bankasindan elde edilebilir. Fare germline
dizilimleri Giudicelli ve arkadaslan (2005) Nucleic Acids Res. 33:D256-D261

makalesinde belirtilen sekilde elde edilebilir.

Potansiyel etkinlestirici veya engelleyici etmen ile birlikte belirlenmis protein, gen, hucre

veya organizma iceren ornekler ve deneyler kullanarak ve etmen olmadan kontrol
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ornekleri karsilastirilarak 1L-23 aktivitesinin kapsami incelenebilir. Kontrol &rnekleri, 6.
etmen ile islenmis olmayan, %100 goreceli aktivite degerine ayarlanirlar. Kontrol ile
ilgili aktivite degeri yaklasik %90 veya daha az, genellikle %85 veya daha az, genellikle
%75 veya daha az, ¢odunlukla %70 veya daha az, ekseriyetle %65 veya daha az,
umumiyetle %60 veya daha az, tipik olarak %55 veya daha az, cogunlukla %50 veya
daha az, ¢gogdunlukla %45 veya daha az, gcogunlukla %40 veya daha az, tercihen %35
veya daha az, tercihen %30 veya daha az, en ¢ok tercih edilen %25 veya daha az
oldugunda inhibisyon saglanir. Kontrol ile ilgili aktivite dederi yaklasik %110, genelde
en azindan %120, genellikle en azindan %140, ¢ogunlukla %160, ¢ogunlukla en
azindan %180, c¢odunlukla en azindan 2-misli, ¢ogunlukla en azindan 2,5-misli,
genellikle en azindan 5-misli, ekseriyetle en azindan 10-misli, tercihen en azindan 20-
misli, daha cok tercihen edilen en azindan 40-misli ve en ¢ok tercihen edilen 40-misli

Gzerinde oldugunda aktivasyon elde edilmektedir.

Aktivasyon veya inhibisyondaki bitim noktalan asagidaki sekilde izlenebilir. Bir
hiicrenin, fizyolojik sivinin, dokunun, organin ve hayvan veya insan denegin
aktivasyon, inhibisyon ve tedaviye olan tepkisi bir bitim noktasi ile izlenebilir. Bitim
noktasi, sitokin, toksik oksijen veya proteaz salinimi gibi inflamasyon belirtileri,
onkojenikligi veya hiicre degraniilasyon veya salgilamanin dnceden belirlenmis miktar
veya ylzdesini icerebilir. Bitim noktasi, ivon akis veya tasinmanin dnceden belirlenmis
miktari; hiicre gogi; hicre yapismasi; hlicre gofjalmasi; metastaz potansiyeli; hiicre
farkllasmasi ve fenotipteki degisiklik; inflamasyon, apoptoz, degisim, hiicre ddnglisi
veya metastaz ile ilgili gen ifadesindeki degisiklikler icermektedir. (bakiniz, Knight
(2000) Ann. Clin. Lab. Sci. 30:145-158; Hood ve Cheresh (2002) Nature Rev. Cancer
2:91-100; Timme ve arkadaglari (2003} Curr. Drug Targets 4:251-261; Robbins ve
ltzkowitz (2002) Med. Clin. North Am. 86:1467-1495; Grady ve Markowitz {2002) Annu.
Rev. Genomics Hum. Genet. 3:101-128; Bauer, ve arkadaglar (2001) Glia 36:235-243;
Stanimirovic ve Satoh (2000) Brain Pathol. 10:113-126).

inhibisyonun bitim noktasi genellikle kontroliin %75'i veya daha azi, tercihen kontroliin
%50’si veya daha azi, tercihen kontrolin %25’i veya daha azi ve en gok tercih edilen
sekilde kontroliin %10'u veya daha azidir. Genel olarak, aktivasyonun bitim noktasi
kontrolun en az %150'si, tercihen kontrolin en az iki kati, tercihen kontroliin en az dort

kati ve en ¢ok tercih edilen sekilde kontrolin en az on katidir.
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“Kiguk molekdl”, molekiler adirigi 10 kDa'dan daha az, genellikler 2 kDa'dan az ve
tercihen 1 kDa'dan az olan bir molekil olarak tanimlanmistir. Kidcuk molekuller,
bunlarla simirh olmaksizin, organik olmayan molekilleri, organik molekiilleri, organik
olmayan bilesen iceren organik molekdlleri, radyoaktif atom igeren molekilleri, sentetik
molekllleri, peptit taklitleri ve antikor taklitleri icermektedir. Bir tedavi edici olarak,
kiiglk bir molekil biyilik olanlara oranla hiicrelere daha kolay niifuz edebilen, asamal
bozunmaya daha kargi daha hassas ve bagisiklik tepkisi gostermeye daha elveriglidir.
Antikorlarin ve sitokinlerin peptit taklitleri, ayni zamanda klgtik molekil toksinleri, gibi
kiicik moleklller tanimlanmistir. Bakiniz, drnedin Casset ve arkadaslan (2003)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 307:198-205; Muyldermans (2001) J. Biotechnol.
74:277-302; Li (2000) Nat. Biotechnol. 18:1251-1258; Apostolopoulos ve arkadaglan
(2002) Curr. Med. Chem. 9:411-420; Monfardini ve arkadaglan (2002) Curr. Pharm.
Des. 8:2185-2199; Domingues ve arkadaslan (1299) Nat. Struct. Biol. 6:652-656; Sato
ve Sone (2003) Biochem. J. 371:603-608; U.S. Patent No, 6,326,482,

“Ozellikle” veya “segilerek”, bir ligand/alici, antikor/antijen veya diger baglanti giftine
atifta bulunulurken, heterojen proteinler ve diger biyolojik Grinler populasyonu igindeki
proteinin  mevcudiyetini belirleyen baglayici reaksiyonu géstermektedir. Dahasi,
uygulanan kosullar altinda, belirenmis bir ligand belirli bir aliciya baglanmis ve drnek
icinde var olan diger proteinlere dikkate deder bir oranda haglanmamaktadir, Burada
kullanildigi sekilde, bir antikor IL-23p19 6zellikle verilen dizilimi (bu durumda IL-23p19)
igeren polipeptide baglandidi denildiginde, bu durum IL-23p19 dizilimi igeren
polipeptide baglandigini, IL-23p19 dizilimi igcermeyen proteinlere baglanmadigini
géstermektedir. Orek olarak, IL-23p19 iceren bir polipeptide dzellikle baglanmis olan
bir antikor, FLAG®-isaretli formdaki bir IL-23p19’ye baglanabilir fakat diger FLAG®-

isaretli proteinlere baglanmaz.

Antikor veya bir antikorun antijen-badlayici alanindan tiretiimis baglanti bilesiminin
kendi antijeni ile olan benzesimi gelistiriimis yontemle ilgili olmayan antijenleri olan
benzesiminden en azindan iki misli daha biylk, tercihen en azindan on kati daha
buylk, tercihen en azindan yirmi misli daha buylik ve en ¢ok tercih edilen sekilde 100
kati daha biylk oranda baglanmaktadir. Tercihen edilen uygulamada, ém. Statcchard
analizi ile antikorun yaklasik 10° litre/mol’dan daha fazla bir benzesimi bulunmaktadir.
Munsen ve arkadaslar (1980) Analyt. Biochem. 107:220-239.
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Burada kullanildigi sekilde “badisiklik sistemini dizenleyici etken”, badisiklik tepkisini
bastirmak veya dizenlemek icin olan dogal veya sentetik etkenleri ifade etmektedir.
Badisiklik tepkisi humoral veya hicresel tepki olabilir. Bagisiklik sistemini duzenleyici

etkenler, bagisiklik sistemini baskilayan veya anti-inflamatuar etkenleri kapsamaktadir.

Burada kullanilan “bagdisiklik sistemini baskilayan etmenler’, “bagisiklik sistemini
baskilayan ilaglar’ veya “bagisiklik sistemini koruyucular” , badisiklik sistemi aktivitesini
engellemek veya onlemek icin badisiklik sistemini baskilama tedavisinde kullanilan
tedavi edicilerdir. Klinik olarak, nakledilmig organlarin ve dokularin (6rn. kemik iligi,
kalp, karacider) reddedilmesini dnlemek vefveya otoimmin hastaliklarin veya yiksek
ihtimalle otoimmdn orijinli hastaliklarin  (6rn. romatoid artritin, miyastenia gravis,
sistemik lupus eritrematoz, (lseratif kolit, multipl skleroz) tedavisi i¢in kullaniimaktadir.
Badisiklik sistemini baskilayan ilaglar dort grupta siniflandinlabilir: glukokortikoid
sitostatikler; antikorlar (Biyolojik Tepki Degistiriciler veya DMARDIar dabhil); imminofilin
olarak kullanilan ilaglar; proliferatif bozukluklarin tedavisinde kullanilan bilinen
kemoterapétik etmenler dahil diger ilaglar). Ozellikle multipl skleroz igin, mevcut
bulugtaki antikorlar kopaksonlar olarak bilinen miyelin baglantili yeni tlr protein-benzeri

tedavi ediciler ile birlikte verilebilirler.

“Anti-inflamatuar etmenler” ve “anti-inflamatuar ilaglar”, steroid yapi olan ve olmayan
tedavi edicileri temsil etmektedir. Kortikosteroidler olarak da bilinen steroidler, kortizola
en yakindan benzeyen, boébrekistl bezleri tarafindan dogal yollarla Gretilen bir
hormondur. Steroidler, sistemik vaskilit (kan damarlarinin kizarmasi) ve Miyozit
(kaslarin inflamasyonu) gibi belirli inflamasyon kosullarin temel tedavisinde
kullaniimaktadir. Steroidler ayrica, romatoid artritin  (vicudun her iki tarafindaki
eklemlerdeki kronik inflamatuar artrit); sistemik lupus eritrematoz (olagandigi bagisiklik
sistemi calismasinin neden oldugu genellesmis hastalik); Sjogren sendromu (kuru
gézler ve agiz ile olusan kronik hastalik) gibi inflamatuar kosullarin tedavisinde

secilerek kullanilabilir.

Steroid olmayan, anti-inflamatuar ilaglar, genelde NSAIDler olarak kisaltilan, agn
kesici, ates disurict ve anti-inflamatuar etkileri olan — agn, ates ve iltihaplanmay
azaltan- ilaclardir. “Sterocid olmayan” terimi, benzer eikosanoid-bastinci, anti-
inflamatuar etkisi olan {diger bir c¢ok etkilerinin arasinda) steroid ilaglardan aynt

edilmesi icin kullaniimistir. NSAIDler genellikle asadidaki kosullarda semptomlarin
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giderilmesini belitmektedir: romatoid artritin;  osteoartrit; inflamatuar artopatiler
(ankilozan spondilit, psoriatik artrit, Reiter sendromu); akut gut hastahgr; agrli ve zor
menstirasyon, metastatik kemik agrisi; bas agnsi ve migren; ameliyat sonrasi agri;
inflamasyon ve doku yaralanmasina bagl hafif-orta adri; ateslenme ve renal kolik).
NSAIDler salisilatlar, arilaklanoik asitler, 2-arylpropionic asitler {profenler), N-
arilantranilik  asitler (fenamik asitler), oksikamlar, koksibler ve sulfonanilidleri

icermektedir.

Il. Genel

Mevcut bulug, istemlerde tanimlandigi uzere geligtirilmis anti-IL-23 antikorlan ve
istemlerde tanimlandi§r zere bunlann inflamatuar, otoimmin ve proliferatif

bozukluklardaki kullanimini éngérmektedir.

Cesitli sayidaki sitokinin patolojide veya ndrolojik bozukluklarin tamir edilmesinde roll
vardir. IL-6, IL-17, interferon-gamma (IFNgamma, IFN-y) ve granilosit koloni-uyarici
etmeni (GM-CSF) multipl skleroz ile iliskilendirilmistir. Matusevicius ve arkadaglar
(1999) Multipl Sclerosis 5:101-104; Lock ve arkadaslar (2002) Nature Med. 8:500-508.
IL-1alfa, IL-1beta, ve dondstiricu blaylme faktdrl-beta 1 (TGF-beta1) ALS, Parkinson
ve Alzheimer hastaliklarinda rol oynamaktadir. Hoozemans ve arkadaslan (2001) Exp.
Gerontol. 36:559-570; Griffin ve Mrak (2002) J. Leukocyte Biol. 72:233-238; llzecka ve
arkadaslan (2002) Cytokine 20:239-243. TNF-alfa, IL-1beta, IL-6, IL-8, interferon-
gamma ve IL-17 beyin anemisine olan tepkiyi dizenledigi izlenimi vermektedir. Bakiniz,
ornegdin Kostulas ve arkadaslan (1999) Stroke 30:2174-2179; Li ve arkadaslan (2001)
J. Neurolmmunol. 116:5-14. Vaskiler endotelyal hicre buyame faktora (VEGF) ALS ile
iligkilendirilmigtir. Cleveland ve Rothstein (2001) Nature 2:806-819.

Crohn hastaligi, ¢olyak bhastaligi ve hassas badirsak sendromu gibi inflamatuar
bagirsak bozukluklan bagisiklik sistemi hlicreleri ve sitokinler tarafindan yonetilirler.
Ornegin, Crohn hastahid arttinimis IL-12 ve IFNy ile iliskilendirilirken, Ulseratif kolit
artinlmis  IL-5, IL-13 ve ddnudstirict blyime faktori-beta (TGFbeta) ile
iliskilendirilmektedir. IL-17 ekspresyonu Crohn hastaliginin ve Ulseratif kolitte artis
meydana getirebilir. Bakiniz, érn., Podolsky (2002) New Engl. J. Med. 347:417-429;
Bouma ve Straber (2003) Nat. Rev. Immunol. 3:521-533; Bhan ve arkadaslan (1999)
Immunol. Rev. 169:195-207; Hanauer (1996) New Engl. J. Med. 334:841-848; Green
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(2003) The Lancet 362:383-391; McManus (2003) New Engl. J. Med. 348:2573-2574;
Horwitz ve Fisher (2001) New Engl. J. Med. 344:1846-1850; Andoh ve arkadaslan
(2002) Int. J. Mol. Med. 10:631-634; Nielsen ve arkadaglan (2003) Scand. J.
Gastroenterol. 38:180-185; Fujina ve arkadaslan (2003) Gut 52:65-70.

IL-23 alicisi, IL-23R ve IL-12R[B1 alt (initelerinin heterodimerik bir tiimlesigidir. Parham
ve arkadaslan (2000) J. Immunol. 168:5699. IL-12. IL-12 alicisi, IL-12RB1 ve IL-12Rp2
alt Ginitelerinin timlesigidir. Bakiniz, Presky ve arkadaslari (1996) Proc. Nat'l| Acad. Sci.
USA 93:14002. IL-23R, inflamatuar bagdirsak bozukluklari, Crohn hastaliyi ve Glseratif
kolit icinde kritik genetik bir faktér olarak ima edilmektedir. Duerr ve arkadaslari (2006)
Sciencexpress 26-October-2006:1. Genom c¢apindaki iligkilendirme ¢alismasi, IL-
23R’nin yliksek oranda Crohn hastaligi i¢in, bu hastaligi kars! ylksek oranda koruma
sunmakta olan olagandisi kodlama varyanti (Arg381 Gin) ile beraber, iligkilendirildigini
ortaya koymaktadir. Bu genetik iligskilendirme, IL-23 ve alicisinin IBD'yi tedavi etmek
icin yeni tedavi edici yaklasimlar oldugu varsayimindaki onceki biyolojik buluslar (Yen

ve arkadaslan (2006) J. Clin. Investigation 116:1218) onaylamaktadir.

Derinin, eklemlerin, CNS, ayni zamanda proliferatif bozukluklarin inflamatuar
hastaliklar benzer tedavi tepkileri ortaya koymakta, dahasi IL-23 blokaji bu gibi
badisikhk aracihiyla ortaya c¢ikan inflamatuar bozukluklarin inhibisyonunu sistemik
enfeksiyonlar ile savasmak igin banndirma kabiliyetini kapsamadan saglamalidir. IL-
23’0 tersine gevirmek, inflamatuar badirsak hastaligi, Crohn hastalidi, Ulseratif kolit,
romatoid artritin, psoriatik artrit, sedef hastaligi, ankilozan spondilit ve atopik dermatit
ile iligkilendirilmis inflamasyonu hafifletmektedir. IL-23 engelleyicilerin kullaniimasi,
kanser ve multipl skleroz, tip 1 diyabet ve SSE gibi otoimmin bozukluklar gibi
proliferatif bozukluklarin inhibisyonunu saglayacaktir. Cesitli bozukluklardaki 1L-23
tanimlamalan asagidaki yayinlanmig PCT uygulamalarinda bulunabilir: WO 04/081120;
WO 04/071517, WO 00/53631; ve WO 01/18051. IL-23 0&nleyicileri, bakteriyel,
mikobakteriyel, viral ve mantarsi enfeksiyonlar gibi kronik enfeksiyonlar dahil olarak,

enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildi§i goriilmektedir.

IL-23'0n p19 alt (nitesi, hematopoietik sitokin ‘uzun zincir' ailesinin {(Oppmann ve
arkadasfan (2000) yukarida verilmektedir) bir (yesidir ve yukari-yukari-asagi-asagi
topoloji ile A, B, C ve D olarak isimlendiriimis dart adet sikistinimis a-heliksler

icermektedir. Bu dért heliks 3 polipeptit ile baglantihdir. A-B ve C-D dénglleri, paralel
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helikslere géreceli olarak bagl olduklari sirece bicimlendirilmiglerdir. Kisa B-C
déngusu paralel olmayan B ve C doéngulerine baghidir. IL-23'0n p19 alt Unitesi sarmalsi
sitokinlerin IL-6 ailesinin bir Uyesidir. Bu sitokin ailesi, kendi aym soydan gelen
alicilarina u¢ karunumiu epitaplar ile baghdir (site I, Il ve lll; Bravo ve Heath (2000)
EMBO J. 19:2329-2411). p19 alt Unitesi bu g sitokin alici alt (nitesi ile uygun bir sinyal
génderme timlesidi olusturmak igin etkilesim halindedir. Bir hiicre iginde aciga
vuruldugunda, p19 alt Onitesi Oncelikle IL-12 ile paylastigi p40 alt Unitesi ile bir
kompleks olusturur. Yukarida belirtildigi tGzere, p19p40 kompleksi, bir heterodimerik
protein ve IL-23 olarak adlandirilarak hiicreden gizlenir. Bakiniz, érn., Oppmann ve
arkadasfan, yukarda verilmektedir. Hiicresel alici kompleksi, IL-6/IL-12 sitokin ailesi
uzun sinyal génderme alici alt Unitenin iki adet Gyesinden olugsan IL-23 sinyaline uyum
saflamak icin gereklidir, IL-23-6zgl IL-23R (bakiniz, 6., Parham ve arkadasiari,
yukanda verilmektedir) ve IL-12Rb1, IL-12 ile paylagiimaktadir.

‘Uzun zincir' sitokin/alici tanimlamanin yapisal temeline dogru olan anlayis, genis
alanlardaki protein ylzeylerinin sitokin — alici timlesiklerinin formasyonu igin gdmilmis
olmasina ragmen, etkilesimin benzerligi bir kag, genelde sikica kimelenmis amino asit
kalintilarinin baglama ara yizeyinin merkezinde enerjik bir ‘sicak nokta’ olugturdugunu
gOstermektedir. Genis protein-protein ara ylzinin badlanma enerjisine hakim olan
kalintilann kimligi “fonksiyonel epitop” olarak adlandirnimistir. Etkilesimin benzerlidi
(dolayisiyla biyolojik spesifiklik) bu nedenle ligand ve alicinin fonksiyonel epitoplarin
yapisal tamamlayicilidi ile tanimlanmaktadir. Detayli mutagenez galismalar, sitokinler
ve alicilarin fonksiyonel epitoplarini olusturan en belirgin kalintilarn triptofan, kutupsuz
yan zincirlerin alifatik bilesenleri gibi kutupsuz yan zincirler ya da polipeptit omurga ile
ilgili hidrofobik temaslar oldugunu gostermektedir. Baglayici enerji i¢in, kutupsuz olan
‘cekirdek’ daha az dnemi olan polar kalintilarn halkasi ile sanlmistir. Kinetik ¢calismalar
fonksiyonel epitoplarin birincil gdrevinin timlesigin ¢dzinum oranini duslrerek protein-
protein etkilesimini dengelemesi oldudu gostermektedir. Sitokin ve alici arasindaki ilk
temas rastlantisal dagihm veya bir gok stabil olmayan temaslan dreten protein
yizeylerinin ‘yuvarlanmasi’ oldugunu varsayilmaktadir. Tlmlesik, alici ve ligandin
fonksiyonel epitoplan birbirine gegtiginde dengelenmektedir. Bakiniz, érn., Bravo ve

Heath, yukarida verilmektedir.

lll. IL-23’e 6zgii Antikorlanin Uretimi
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Monoklonal antikorlarin {retilmesi icin uygun olan herhangi bir yéntem kullanilabilir.
Ornegin, bir alici baglanmis veya baglanmamis (6rn. dogal olarak meydana gelen)
formdaki IL-23 heterodimer veya onun bir pargasi ile bagisiklik kazandirlabilir. Uygun
herhangi bir bagisikhk kazandirma ydntemi kullanilabilir. Bu gibi ydntemler,
destekleyiciler, diger immuanostimilanlar, tekrarlayan arttirict bagisikliklar icerebilir ve

bir veya daha fazla badisiklik yolu kullanilabilir.

Uygun herhangi bir IL-23 kaynagi, burada agiklanmis olan bilesimler ve yontemlerle,
dzellikle p19 alt Gnitesi icin, insan olmayan antikorlarin Uretilmesi icin imminojen olarak
kullanilabilir. Bu tar olusumlar, bunlarla sinirl olmaksizin, bilinen rekombinant, sentetik,
kimyasal ve enzimatik bozunum vasitasiyla olusturulmus olan baglanmis veya dogal

olarak meydana gelen heterodimerler, peptit(ler) ve epitoplari icermektedir.

Herhangi bir formdaki antijen, biyolojik olarak etkin bir antikor Gretmek igin yeterli olan
antikoru Uretmek icin kullanilabilir. Dahasi, temin edilen antijen, tekli epitop, goklu
epitoplar veya tek basina protein veya teknigin bilinen durumu ile bir veya daha fazla
bagisikhk saglayicihidi arttiran etken olabilir. Elde edilen antijen, izole edilmis tam-
uzunlukta bir protein, bir hiicre ylzeyi protein (drn. en azindan bir kisim antijen ile
nukleik asit verilmis hucrelerin badislik kazandinimasi) veya ¢ozunur karakterli bir
protein (6m. sadece proteinin hiicre disi etki alant kismi ile badisiklik kazandinlmis)
olabilir. Antijen genetik olarak dedistiriimis hiicre iginde Uretilebilir. Antijeni kodlayan
DNA genomik veya genomik olmayabilir (6rn. cDNA) ve hicre disi etki alaninin en
azindan bir kismini kodlamaktadir. Burada kullanildigi sekilde “kisim” terimi, uygun
gbraldigu sekilde, ilgilenilen antijenin bagisikhk saglayici epitopunu olusturmak icgin
asgari sayidaki amino asitleri veya niikleik asitleri ifade etmektedir. ilgilenilen hiicrelerin
transformasyonu icin adenoviral vektdrler, plazmidler ve katyonik lipidler gibi viral
olmayan vektérler dahil olarak, bunlarla sinirli clmaksizin, herhangi hir genetik vektor

olabilir.

IL-23'( inhibe etmek igin istenilen biyolojik dzelliklere sahip bir antikoru elde etmek igin
herhangi uygun bir ydntem kullanilabilir. Fare, kemiriciler, primatlar, insanlar gibi gesitli
memeli konaklardan alinan monoklonal antikorlar (mAbs) hazirlamak istenildiginde, bu
gibi monoklonal antikorlan hazirlama tekniklerinin anlatimi agagidaki kaynaklarda
bulunabilir; érnegin Stites ve arkadaslarn (ed.) BASIC ve CLINICAL IMMUNOLOGY (4.
Baski) Lange Medical Publbulusions, Los Altos, CA, ve Harlow ve Lane (1988)
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ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL CSH Press; Goding {1986) MONOCLONAL
ANTIBODIES: PRINCIPLES ve PRACTICE (2d ed.) Academic Press, New York, NY.
Dahasi, monoklonal antikorlar bu bilim dalinda uzmanlasmis arastirmacilarin tanidik
oldugu c¢esitli teknikler ile saglanabilir. Genel olarak, istenilen antijen ile badisiklik
kazandinlmis olan hayvandan alinan dalak hucreleri miyelom hicreleri ile siradan
sekilde flizyona girmesiyle dlimsiizlesmistir. Bakiniz, Kohler ve Milstein (1976) Eur. J.
Immunol. 6:511-519. Olimsiizlestirmenin alternatif yontemleri, Epstein Barr Virtsu ile
transformasyon, onkojenler veya retrovirlisler veya bilinen diger yontemleri
icermektedir. Bakiniz, érnedin Doyle ve arkadaslan (ed. 1994 ve periodic supplements)
CELL ve TISSUE CULTURE: LABORATORY PROCEDURES, John Wiley and Sons,
New York, NY. Tek bir dlimsuzlestiriimis hicreden meydana gelen koloniler, istenilen
Ozginlikteki antikorlarin tretimi ve antijenlerin benzegimi igin incelenmekte ve bu gibi
hicrelerden Uretilen monaoklonal antikorlarin miktar, omurgall konagin periton boslugu
icerisinde enjekte edilmesi dahil olarak, cesitli teknikler ile gelistirilebilir. Alternatif
olarak, insan B hiicrelerinden gelen DNA'yi tarayarak monoklonal antikorun veya
bununla ilgili antijen baglayici pargay! kodlayan DNA dizilimlerini izole etmek i¢in Huse
ve arkadaglarn (1989) Science 246:1275-1281 tarafindan genel protokoliin ana hatlar

kullanilabilir.

Diger uygun teknikler asamadaki veya benzer vektirlerdeki antikor yigindan
segilmesini kapsamaktadir. Bakiniz, Huse ve arkadaslart yukanda verilmektedir, ve
Ward ve arkadaslan (1989) Nature 341:544-546. Burada acgiklanan polipeptitler ve
mevcut bulusun antikorlar, kimerik veya hiimanize antikorlar dahil sekilde degistirim
olmaksizin kullanilabilir. Codunlukla polipeptitler ve antikorlar, esdederli olarak veya
olmayarak, saptanabilir bir sinyali olusturmak icin  bir madde birlegtirerek
etiketlenebilirler. Cok ¢esitli etiketler ve baglanim teknikleri bilinmekte ve hem bilimsel
hem de patent kaynakcalarinda kapsamh sekilde rapor edilmistir. Uygun olan etiketler,
radyoniklidler, enzimler, substratlar, escarpanlar, engelleyiciler, floresan parcalar,
kimyasal parlakhk pargalari, manyetik partikiller ve benzerlerini igermektedir. Bu tlr
etiketlerin  kullanimini gosteren patentler: ABD Patent No. 3.817.837; 3.850.752;
3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149; ve 4.366.241'dir. Ayrica. rekombinant
badisikhk sistemi destekleyiciler Gretilebilir. bakiniz Cabilly U.S. Patent No. 4.816.567;
ve Queen ve arkadaslarn (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033; veya
transgenik fare icinde gergeklestirilebilir. Bakiniz Mendez ve arkadaglan (1997) Nature

Genetics 15:146-156. Ayrica bakiniz Abgenix ve Medarex teknolojileri.
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IL-23'0n éneceden belilenmis pargalarina karsi olan antikarlar veya baglayici bilesimler,
polipeptitlerin, parcalarin, peptitlerin baglayicilan ve tasiyici proteinli epitoplar ile
hayvanlara bagisikhk kazandirlma arttirilabilir.  Monoklonal antikorlar, istenilen
antikorun gizlendigi hicrelerden hazilanmaktadir. Bu antikorlar, normal veya kusurlu
IL-23’e baglanmasi icin taranabilirler. Bu monoklonal antikorlar ozellikle ELISA
tarafindan belirlenmis clan yaklasik 1 pM'nin asgari olarak a Kq4, genellikle en azindan
300 nM, 30 nM, 10 nM, 3 nM, 1 nM, 300 pM, 100 pM, 30 pM veya daha iyisi ile
baglanmistir. Uygun olan insan olmayan antikorlar, asagidaki Ornekler 5 ve 6'da

anlatildigi sekilde biyolojik dlgimler kullanilarak belirlenebilir.

Antikor 13B8’i diga vuran bir hibridom Kayit Numarasi PTA-7803 ile 17 Agustos 2006
tarihinde Amerikan Tipi Kiltir Koleksiyonda (ATCC - Manassas, Virginia, ABD)

Budapeste Anlasmasina uygun olarak depolanmistir.

IV. IL-23’e 6zgii Antikorlarin Insanlastiriimasi

Uygun herhangi bir insan olmayan antikor ¢ok dedigkenli alan igin kaynak olarak
kullanilabilir. insan olmayan antikorlar igin olan kaynaklara, bunlarla sinirli olmaksizin,
fare, lagamorfalar (tavsanlar dahil), buylikbas hayvanlar ve primatlar dahildir. Esas
itibariyla hiimanize antikorlar, istenilen 6zgiilliije, benzegime ve kapasiteye sahip fare,
sigan, tavsan veya insan olmayan primat gibi insan olmayan turlerden (dondr antikor)
alinan c¢ok degisken bolge kalintilan ile degistirilen alicinin gok degiskenli bdlge
kalintilan igindeki insan immunoglobulinleridir (alici antikoru). Bazi durumlarda, insan
imminoglobulinin Fv cerceve bdlgesi (FR) kalintilan ilgili insan olmayan kalintilar ile
degigtirilir. Dahasi, humanize antikorlar alci antikoru veya dondr antikorunda
bulunmayan kalintilan igerebilirler. Bu madifikasyonlar, istenilen biyolojik aktivitenin
antikor performansini gelistirmek i¢in yapilmaktadir. Detayl bilgi igin, bakiniz Jones ve
arkadaslan (1986) Nature 321:522-525; Reichmann ve arkadaslan (1988) Nature
332:323-329; ve Presta (1992) Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596.

Genetik mihendislik ydntemleri ile (retilen antikorlar asadidaki makalelerde
anlatilmigtir, érn. Boss ve arkadaslar (U.S. Pat. No. 4,816,397), Cabilly ve arkadaslar
(U.S. Pat. No. 4,816,567), Law ve arkadaglari (Avrupa Patent Basvuru Yayini No.
EP438310A1) ve Winter (Avrupa Patent No. EP239400B1).
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Himanize anti-IL-23 antikorunun amino asit dizilim varyantlarn, himanize anti-IL-23
antikor DNA'va yapilan uygun nukleotid degisikliklerinin uygulanmasi veya peptit
sentezi ile yapiimaktadir. Bu gibi varyantlar, himanize anti-IL-23 antikor i¢in gasterilen
amino asit dizilimleri icerisindeki kalintilardan g¢ikariimalar ve/veya eklemler vel/veya
degistirmeleri icermektedir. Cikartma, ekleme ve dedistirme kombinasyonlarindan
herhangi biri, nihai olusum istenilen karakteristik 6zelliklere ulagsmasi i¢in nihai olusum
asamasinda yapilmaktadir. Amino asit degisiklikleri, glikosilasyon alanlarinin sayisinin
veya pozisyonun degistiriimesi gibi himanize IL-23 antikorunun post-translasyonel

sureclerini degistirebilir.

Himanize anti-IL-23p19 antikor polipeptidin belirli kalintilarn veya bélgelerini belirlemek
icin kullanigh bir yéntem, Cunningham ve Wells (1989) Science 244: 1081-1085
tarafindan anlatilmis olan “alanin tarama mutagenez” olarak adlandirilan tercih edilen
mutagenez lokasyonlanidir, Burada, amino asitlerin [L-23 antijen ile etkilesimini
etkilemek icin bir kalinti veya hedef grup kalintilar ndtr veya negatif olarak ylklenmis
amino asit (tercihen alanin veya polialinin) ile belirlenir (Arg, Asp, His, Lys ve Glu gibi
yuklenmig kalintilar) veya degistirilir. Dedistirmelere fonksiyonel hassaslik gosteren
amino asit kalintilan sonrasinda, dedisim alanlarinda veya onlar icin eklenen ve diger
varyantlarin uygulanmasiyla rafine edilirler. Boylelikle, amino asit dizilimin varyasyonun
uygulanacagl alan oOnceden belirlendiginde, mutasyonun dogasinda tek basina
dnceden belilenmesi gerekmemektedir. Ornek olarak, alandaki bir mutasyonun
performansini analiz etmek igin Ala taramasi veya rastlantisal mutagenez, hedef dizgi
veya bolgede gergeklestirilir ve diga vuran himanize anti-IL23p19 antikor varyanti

istenilen aktivite icin taranir.

Amino asit dizilim yerlegtirmeleri, yiz veya daha fazla kalinti, ayni zamanda tek veya
¢oklu amino asit kalintilarin icinde bulunan dizilimleri de, kapsayan polipeptitlere olan
tek bir kalintidan gelen amino- vel/veya karboksil-terminal flzyonlar icermektedir.
Terminal yerlestirme 6rnekleri, N-terminal metiyonil kalinti veya bir epitop etiketine
kaynasmis antikor ile birlikte hiimanize anti-IL-23 antikorunu igermektedir. Hiimanize
anti-IL-23 antikor molekulini diger yerlestirme varyantlari, antikorun serum yari
Omrind arttiran bir enzim veya polipeptidin hiimanize anti-IL-23 antikorunun N- veya C-

sinirna olan fizyonu icermektedir.
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Dider bir tip varyant ise amino asit dedistirme varyantidir. hiimanize anti-IL-23 antikoru
icinde en azindan bir adet amino asit kalintisina sahip olan bu varyantlar ¢ikartilir ve
yerlerine farkli bir kalinti yerlestirilir. Degisim mutagenez igin olan yakindan ilgilenilen
alanlar ¢ok degdiskenli dongileri icermekte fakat FR alterasyonlari da dikkatle

izlenmektedir.

Antikorun dider tip amino asit varyanti antikorun orijinal glikosilasyon o6rantisini
degistirmektedir. Degistirmek ile kastedilen antikarda bulunan bir veya daha fazla
karbonhidrat parcani ¢ikartiimasi ve/veya antikorda bulunmayan bir veya daha fazla
glikosilasyon alanin eklenmesidir. Antikorlarin glikosilasyonu genellikle N-badlantih
veya O-baglantihdir. N-baglantih olan, asparajin kalintisinin  yan zincirine olan
karbonhidrat pargasinin eklenmesidir. X'in prolin haricindeki herhangi amino asit
oldugu asparajin-X-Serin ve asparajin-X-treonin ftripeptit dizilimleri asparajin yan
zincirine olan karbonhidrat pargasinin enzimatik olarak eklenmesi igin taninma
dizilimleridir. Dahasi, bu tripeptit dizilimlerin bir polipeptit iginde olmasi potansiyel hir
glikosilasyon alani olusturmaktadir. O-baglantili glikosilasyon, N-asetilgalaktozamin,
galaktoz veya ksiloz sekerlerinden birinin hidroksilamin aside, genellikle serin veya
treonin, 5-hidroksiprolin veya 5-hidroksilinin kullanmimis olmasina ragmen eklenmesini

ifade etmektedir.

Glikosilasyon alanlarinin antikora eklenmesi, yukarida belirtilen tripeptit dizilimlerinden
(N-baglantili glikosilasyon alanlarn igin) biri veya daha fazlasini iceren amino asit
diziliminin dedistiriimesi ile kolaylikla saglanmaktadir. Degistirme bir veya daha fazla
serin veya treonin kalintisinin orijinal antikor dizilimine eklenmesi veya ¢ikartiimasi ile

gerceklestirilebilir.

Amino asit varyantinin diger tlrl ise nihai himanize antikor igin daha iyi kimyasal
stabilite saglamak igin kalintilarin gikartiimasidir. Ornegdin, bir asparajin (N) kalintisi bir
kemirgen CDR ile herhangi NG dizilimindeki potansiyel izoaspartat formasyonunu
azaltmak igin degistirilebilir. Ayni sorun DG diziliminde de ortaya gikabilir. Reissner ve
Aswad (2003) Cell. Mol. Life Sci. 60:1281. Izoaspartat formasyon, antikorun kendi
hedef antijenine badlanmasini zayiflatabilir veya tamamen ortadan kaldirabilir. Presta
(2005) J. Allergy Clin. Immunol. 116:731 at 734. Bir uygulamada asparajin, glutamin
(Q) ile degistirilmistir. Buna ek olarak kemirgen CDRlIer i¢indeki metionin kalintilari,

antijen baglanma benzesimini ve ayrica nihai antikor hazirlamadaki molekiler
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heterojenlife katkida bulunmak icin metionin sdiftiriin okside olma olasihgini azalmak
icin degistirilebilir. Bir uygulamada metionin, alanin (A) ile degistiriimigtir. Bu gibi
degistirmeleri olan antikorlar, degistirmelerin IL-23p19 bagdlanma benzesim i¢in kabul

edilemeyen seviyelere dismemesi i¢in bilahare taranmaktadir.

Himanize IL-23'e 6zgi antikorlarinin amino asit dizilim varyantlarini kodlayan niikleik
asit molekllleri bu bilim dalinda bilinen gesitli yontemlerle hazirlanmaktadir. Bu
yontemler, bunlarla sinirli olmaksizin, dogal kaynaktan izolasyonu {dodal olarak ortaya
¢lkan amino asit dizilim varyantlar durumunda) veya oligonukleotid-yoluyla (veya alan-
ydnlendirmeli} mutagenezi, PCR mutagenezi ve daha 6nceden hazirlanmig varyantin
kaset mutagenezi veya humanize anti-IL-23p19 antikorunun varyant olmayan bir

versiyonunu igermektedir.

Normal olarak, hiimanize anti-IL-23 antikorun amino asit dizilim varyantlari, tercihen en
azindan %80, tercihen en azindan %85, tercihen en azindan %90 ve en gok tercih
edilen sekilde en azindan %95, 98 ve 99 adir veya hafif zinciri olan orijinal hiimanize
amino asit dizilimleri ile birlikte en azindan %75’lik bir amino asit dizilimine sahiptir. Bu
dizilime iligkin tanimlama veya homoloji, dizilimlerin ve uygulamaya konulan araliklarin
hizalanmasindan sonra, eder gerekli ise, azami dizilim ézdeslik yuzdesinin basariyla
gerceklestiimesi ve dizilim d&zdesliginin bir pargasi olarak herhangi korunumlu
degisiklikleri dikkate almaksizin himanize anti-IL-23 kalintilari ile 6zdes olan aday
dizilimler igindeki amino asit kalintilarinin ylzdesi olarak burada tanimlanmistir. N-
terminal, C-terminal veya antikor dizilimine yapilan dahili genigletmeler, ¢ikarimlar veya

eklentiler dizilim 6zdeglidini veya homolojisini etkileyecek sekilde yorumlanmayacaktir.

Himanize antikor, IgM, IgG, IgD, IgA, ve IgE dahil olarak herhangi tipteki bir
immunoglobulinden segilebilir. Antikorun, IgC antikoru olmasi tercih edilir. 1gG1, 19G2,
lgGs, ve 1gGs dahil olarak, lcG'nin herhangi bir izotopu kullanilabilir. 1cG izotoplarinin
varyantlan da dikkatle izlenmektedir. Himanize antikor birden fazla sinif veya izotoptan
gelen dizilimler igerebilir. istenilen biyolojik aktivitenin olusturulmasi igin gerekli sabit
etki alani dizilimlerinin optimizasyonu, asagida belirtilen biyolojik deneylerdeki

antikorlarin taranmasi ile kolaylikla bagarilmaktadir.
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Ayni sekilde, hafif zincirin herhangi bir sinifi buradaki bilesimler ve y&ntemlerde
kullanilabilir. Ozellikle, bunlarla ilgili kappa, lambda ve de varyantlar mevcut bilesim ve

yontemlerde yararhdir.

insan olmayan antikordan gelen CDR dizilimlerinin herhangi uygun bir kismi
kullanilabilir. CDR dizilimleri, kullanilan insan ve insan olmayan antikor diziliminden
farkli CDR dizilimden en azindan bir kalintinin degistirme, ekleme veya ¢ikarim ile
mutasyona ugratilabilir. Bu tlir mutasyonlarin minimal olmasi gelistiriimistir. Genellikle,
himanize antikor kalintilarini en az %75'i, ¢ogunlukla %901 ve en ¢ok tercih edilen

sekilde %95'inden fazlasiyla insan olmayan CDR kalintilari ile uyumludur.

insan olan antikordan gelen FR dizilimlerinin herhangi uygun bir kismi kullanilabilir. FR
dizilimleri, kullanilan insan ve insan olmayan antikor diziliminden farkli FR dizilimden en
azindan bir kalintinin degistirme, ekleme veya ¢ikarim ile mutasyona ugratilabilir. Bu
tir mutasyonlarin minimal olmasi gelistiriimigtir. Genellikle, himanize antikor
kalintilarini en az %75'i, godunlukla %901 ve en gok tercih edilen sekilde %95'inden

fazlasiyla insan olmayan FR kalintilar ile uyumludur.

CDR ve FR kalntilar, Kabatin standart dizilim tanimlamasina gore belirlenmistir.
Kabat ve arkadaslari {(1987) Sequences of Proteins of Immunological Interest, National
Institutes of Health, Bethesda Md. SEQ ID NO: 1-5 gesitli fare anti-insan IL-23p19
antikorlarinin adir zincir dedisken etki alanlarini ve SEQ ID NO: 9-13 ise hafif zincir
degisken etki alan dizilimlerini tanimlamaktadir. SEKILLER 1 ve 2, burada agiklanan
cesitli antikorlarinin agir ve hafif zincir dedisken etki alanlarinin dizilim sirasini
gostermektedir. CDRIler sekiller icinde belirtiimis ve her bir CDR dizilimi Tablo 7'de

belirtilen kendine 6zgu Dizilim Tanimlayicilari ile birlikte sunulmustur.

Antikor 13B8’in himanize formlarn temin edilmistir. Himanize hafif zincir 13B8 dizilimi
(kappa sabit bdlgesi ile) SEQ ID NO: 14'de verilmis, ve hafif zincir etki alani bu dizilimin
1-108 kalintilarini igermektedir. Hiimanize 13B8 dizilimin (g versiyonu (yl sabit bolgesi
ile) SEQ ID NO: 6-8'de verilmig, ve agdir zincir dedisken etki alani bu dizilimlerin 1-116
kalintilarini icermektedir. 13B8 agir zincir varyantlan, parental dizilimden olan farklar
koyu puntoyla belirtimis sekilde, Tablo 2'de gosterilmisti. Met (M), kalintinin
oksidasyon potansiyelini ve antikorun etkisizlesmesini dnlemek igcin Lys (K)ye

degistirilmistir. AQKLQ nun NEMFE i¢in degistiriimesi, antikoru insanlastirmak igin
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secilmis olan insan c¢ercevesinden gelen germline dizilimi ile birlikte fare CDR

diziliminin yer degistirmesidir.

Tablo 2
Antikor 13B8 CDRH2 Varyantlan
Antikor CDRH2 Dizilimi SEQ ID NO:
m13B8, h13B8-a QIFPASGSADYNEMFEG 24
h13B8-b QIFPASGSADYNEKFEG 25
h13B8-c QIFPASGSADYAQKLQG 26

Burada agiklanmis olan diger antikorlarin himanize formlar, parental kemirgen antikor
CDRlerin SEQ ID NO: 14 ve 6'de verilmis olan hiimanize 13B8 igin olan hafif ve agir
zincir dizilimleri icerisine basitce degistirimesi ile olusturulabilir. Bu yaklasim, antikor
13B8'in CDRIeri ile yiksek homolojiye sahip CDRIleri olan antikor zincirleri igin blylk
ihtimalle basanli olabilir, érn. agir zincir Gzerindeki klon 11C1 ve hafif zincir (izerindeki
klonlar 11C1 ve 21D1. Alternatif olarak, fare antikorlar burada ana basliklar ile verilen

yaklagimlar, 6m. Orek 2'deki, kullanilarak bagimsiz sekilde insanlastirilabilir.

Bir uygulamada CDRIar, burada (SEQ ID NO: 15-46) acgiklanan, Tablo 1'deki veriler
kullanilarak belirlenmis olan, aciklanan dizilime iliskin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 veya
daha fazla korunumlu amino asit degistirmeleri iceren herhangi bir CDR diziliminin

varyantlarini icermektedir.

Ongorilen diger bir konuda kimerik antikorlardir. Yukarida belirtildigi sekilde kendine
0zgU korlar, beliri tlrlerden tiretilmis veya belirli antikor sinifina veya alt sinifina ait
antikorlarin i¢indeki ilgili dizilimler ile benzer veya tirdes olan adir ve/veya hafif zincir
kisimlari icermekte, bu esnada zincir(ler)in geri kalan balimua dider tarlerden tiretilmis
veya diger antikor sinifina veya alt sinifina, ayni zamanda bu gibi antikorlarin
parcalarina da, ait olan antikorlann igindeki ilgili dizilimler ile, istenilen hiyolojik aktiviteyi
gosterdikleri strece benzer veya tlrdestirler. Bakiniz, ABD Patent No. 4,816,567; ve
Morrison ve arkadaslan {1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81; 6851-6855,

Bispesifik antikorlarda mevcut ydntemler ve kompozisyonlarda yararlidir. Burada

kullanildigi sekilde, “bispesifik antikor” terimi, genellikle monoklonal antikor, en azindan
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iki farkh antijenik epitop icin baglanma &zginligune sahip bir antikoru ifade etmektedir,
om. IL-23p19 ve IL-17. Bir uygulamada, epitaplar ayni antijenden gelmektedir. Diger bir
uygulamada ise, epitoplar iki farkli antijenden gelmektedir. Bispesifik antikorlar Gretmek
igin olan yéntemler bilinmektedir. Ornegin bispesifik antikorlar, iki adet immiinoglobulin
agir zincir/hafif zincir ciftinin beraber disavurumu kullanilarak rekombinant olarak
uretilebilirler. Bakiniz, Milstein ve arkadasglan (1983) Nature 305: 537-39. Alternatif
olarak, bispesifik antikorlar kimyasal baglanim kullanilarak hazirlanabilirler. Bakiniz,
Brennan ve arkadaslan (1985) Science 229:81. Bispesifik antikorlar, bispesifik antikor
parcalar icermektedir. Bakiniz, Holliger ve arkadaglan (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90:6444-48, Gruber ve arkadaslarn (1994) J. Immunol. 152:5368.

Diger uygulamalarda, farkh sabit etki alanlari burada verilen himanize V. ve Vy
bolgelerine eklenebilir. Ornek olarak, eder mevcut bulustaki antikorun {veya parganin)
amaglanan kendine &6zgld kullamimi, dedistirilmis etkileyici dzellikleri icin gerekli ise,
lgG1'den ziyade adir zincir sabit etki alani kullanilabilir. IgG1 antikorlari, tamamlayici
aktivasyon ve antikor-bagimsiz hicresel sitotoksisite gibi uzun yarilanma siiresi ve
dengeleyici Ozellikler saglamasina ragmen, bu tdr aktiviteler antikorun bitin

kullanimlari igin istenilmeyebilir. BU gibi durumlarda érnegin IgG4 kullanilabilir.

V. Hiimanize Anti-IL-3’lin Biyolojik Aktivitesi

Himanize anti-IL-23 antikoru olarak arzu edilir olarak burada belirtilen 6zelliklere sahip
olan antikorlar, viicut disinda Onleyici biyolojik aktivite veya uygun baglama afinitesi igin
taramadan gegirilebilir. ilgilenilen antikor ile baglanan insan IL-23'Undeki (yani p19 alt
birimindeki) epitopu baglayan antikorlarn taramadan gegirmek igin (drnegin, sitokinin
reseptérine  baglanmasini  engelleyenler), ANTIKORLAR, LABORATUAR EL
KiTABI'nda (ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow ve David Lane (1988)) anlatilan sekilde rutin bir capraz
bloklama deneyi yapilabilir. Ayni epitopu baglayan antikorlarin bu tir deneylerde
capraz bloklamasi olasidir ancak tiim gapraz bloklama antikorlarinin tam olarak ayni
epitopu baglamasi gerekmez ¢lnki gapraz bloklama Ortigen epitoplarda veya hatta
vakinlardaki ortismeyen epitoplarda antikorlar tarafindan antikorlarin baglanmasinin

uzamsal olarak engellenmesinden kaynaklanabilir.

Alternatif olarak é&rnedin, Champe vd. (1995) J. Biol. Chem. 270:1388-1394'te
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aciklandigi gibi epitop haritalama, antikorun ilgilenilen epitopu badlayip badlamadigini
belilemek amaciyla gerceklestirilebilir. Cunningham ve Wells (1989) Science 244:
1081-1085'de anlatildigi gibi "Alanin tarama mutagenezi® veya insan IL-23'Undeki
amino asit kalintilarinin haska bir nokta mutagenez sekli de mevecut bulusun anti-IL-23
antikoru icin islevsel epitopun belirlenmesinde kullanilabilir. Ancak, mutagenez
galismalan IL-23'0n genel (¢ boyutlu yapisi igin gok énemli olan ancak antikor-antijen
temaslarina dodrudan dahil olmayan amino asit kalintilarini da ortaya gikarabilir ve bu
nedenle, bu ydntem kullanilarak belirlenen islevsel bir epitopu teyit etmek igin baska

yontemler gerekebilir.

Spesifik bir antikor tarafindan baglanan epitop, ayrica insan IL-23'G p19unun
parcalarindan olusan peptitlere antikorlanin  baglanmasini  dederlendirerek  de
belirlenebilir (SEQ ID NO: 47). IL-12 ile IL-23'Un p40 dizisi, Gen Bankasi Erisim No.
P29460'da bulunmaktadir. IL-23p12 dizisini kapsayan &rtisen peptitlerin bir serisi
omegdin dogrudan (peptidin bir antikorun mikrotitre plakasinin  bir ¢ukurcuguna
baglanmis olan IL-23p19'a baglanmasini 6nleme yetenedinin degerlendirildidi) bir
ELISA'da, rekabetgi bir ELISA'da veya bir ¢ip GUzerinde baglama icin sentezlenebilir ve
taranabilir. Bu tlr peptit tarama yodntemleri bazi sureksiz iglevsel epitoplar, yani IL-
23p19 polipeptit zincirinin primer dizisi boyunca bitisik olmayan amino asidi kalintilarin

iceren islevsel epitoplan tespit etme yetisine sahip olmayabilir.

Mevcut bulustaki antikorlar tarafindan badlanan epitop, serbest olduklarinda ve
ilgilenilen antikor ile bir tumlesige bagh olduklarinda kararsiz amid hidrojenlerin H-D
degisim oranlarimin NMR belirlemesi dahil X-isin1 kristal yapi belirlemesi (&rnedin,
WO02005/044853), molekiler modelleme ve nukleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopi gibi yapisal ydntemler ile de belirlenebilir. (Zinn-Justin  vd.(1992)
Biochemistry 31:11335-11347; Zinn-Justin vd. (1993) Biochemistry 32:6884-6821).

X-1sin1 kristalografisi ile ilgili olarak, kristalizasyon teknigin bilinen yodntemlerinden
herhangi biri kullanilarak gerceklestirilebilir (rmegin Giege vd. (1924) Acta Crystallogr.
D50:339-350; McPherson (1990) Eur. J. Biochem. 189:1-23), O6rnedin mikro-seri
(6rnegin Chayen (1997) Structure 5:1269-1274), asih damla buhar diflizyonu (6rnegin
McPherson (1976) J Biol. Chem. 251:6300-6303), ekme ve diyaliz kullanilarak
gerceklegtirilebilir. En az 1 mg/mLve tercihen yaklagik 10 mg/mL ila 20 mg/mL arasinda

konsantrasyona sahip bir protein mistahzan kullaniimasi arzu edilir. Kristalizasyon



10

15

20

25

30

35

35

tercihen 5000 ila 7000 Da arasinda ve daha cok arzu edilir sekilde yaklasik 6000 Da
civarinda, konsantrasyonlar %10 ila %30 araliginda (w/v) olmak Uzere, polietilen glikol
1000-20,000 (PEG; 100 ile 20.000 Da arasinda degisen araliktaki ortalama molekul
agirhg) iceren presipitan sollisyonunda en iyi sekilde elde edilebilir. Ayrica %0,5 ila
%20 araligindaki konsantrasyona érnedin glikol gibi bir protein stabilize edici madde
eklenmesi de arzu edilebilir. Sodyum klorid, lityum klorid veya sodyum sitrat gibi uygun
bir tuz da tercihnen 1 mM ila 1000 mM araligindaki konsantrasyondaki presipitan
soliisyonunda arzu edilebilir. Presipitan siklikla 7.0 ila 8.5'te érnedin pH 8.0'de yaklasik
4 0'dan yaklasik 10.0'a kadar bir pH'a tamponlanabilir. Presipitan solisyonunda faydali
olan spesifik tamponlar farklilik gésterebilir ve teknikte iyi bilinmektedir. Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, Third ed., (1994) Springer-Verlag, New York.
Faydall tampon drnekleri arasinda HEPES, Tris, MES ve asetat yer almaktadir ancak
bunlarla sinirh degildir. Kristaller 2°C, 4°C, 8°C ve 26°C dahil ¢ok c¢esitli sicakliklarda
yetistirilebilir,

Antikor:antijen kristalleri iyi bilinen X-isini kinnim teknikleri kullanilarak galisilabilir ve X-
PLOR gibi bilgisayar yazilimlari kullanilarak yeniden tanimlanabilir (Yale University,
1992, Molecular Simulations, Inc. tarafindan dagitilmistir; bkz. 6rnedgin Blundell &
Johnson (1985) Meth. Enzymol. 114 & 115, H. W. Wyckoff vd. ed., Academic Press;
ABD Patent Bagvurusu Yayin No. 2004/0014194), ve BUSTER (Bricogne {1993) Acta
Cryst. D49:37-60; Bricogne (1997) Meth. Enzymol. 276A:361-423, Carter & Sweet, ed.;
Roversi vd. (2000) Acta Cryst. D56:1313-1323).

Mevcut bulusun bir antikoru olarak ayni epitopa baglanan ilave antikorlar &rnegin
epitopa baglanmasi icin IL-23'e karsi yukseltilen antikorlar taranarak veya epitop
dizisini igeren insan IL-23'Unun bir pargasini iceren bir peptit ile bir hayvana bagisiklik
kazandinlarak elde edilebilir. Ayni islevsel epitopa badlanan antikorlarin reseptorlerin
baglanmasini engelleme gibi benzer biyolojik aktiviteler sergilemeleri beklenebilir ve bu

tiir aktiviteler antikorlarin islevsel deneyleri ile teyit edilebilir.

Antikor afiniteleri (drnedin. insan 1L-23'0 igin) standart analiz kullanilarak belirlenebilir.
Tercih edilen himanize antikorlar, insan IL-23p19'u ile a Ky dederi yaklasik 1x107
olacak sekilde baglananlardir; tercihen yaklasik 1x10®dan fazla degildir; daha da arzu
edilen sekilde 1x10¥dan fazla degildir; ve en ¢ok arzu edilen sekilde 1x10'%dan veya
hatta 1x10"" M'den fazla degildir.
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Bunlarin mevcut bilesimlerde ve ydntemlerde faydal olan antikorlan ve parcalan
biyolojik olarak aktif antikorlar ve parcalardir. Burada kullanildidi sekliyle, "biyolojik
olarak aktif" ifadesi arzu edilen antijenik epitopu baglayabilen ve dodrudan veya dolayli
olarak biyolajik bir etkiye sahip olan bir antikora veya bir antikor pargasina isaret
etmektedir. Tipik olarak, bu etkiler IL-23'Un reseptdérini baglayamamasi nedeniyle
ortaya gikmaktadir. Burada kullanildidi sekliyle, "spesifik” terimi antikorun hedef antijen
epitopuna segici badlanmasina isaret etmektedir. Antikorlar, spesifik kosullar altinda IL-
23'e bagdlanmayl alakasiz bir antijene veya antijen karisimina baglanmayla
karsilastirarak baglanmanin 6zgulligu ile ilgili olarak test edilebilir. Antikor alakasiz
antijenle veya antijen karngimiyla kargilastinldiginda IL-23'e en az 10 tercihen 50 kat
daha fazla badlaniyorsa, 6zgll olarak kabul edilir. IL-12'ye badlanan antikor, IL-23'e
ozgl bir antikor degildir. IL-23p19'a "6zellikle badlanan” antikor, IL-23p19-tdrevi dizileri
icermeyen proteinlere badlanmaz, yani burada kullanilan sekliyle "spesifiklik" IL-
23p19'un 6zgllliglyle ilgilidir ve s6z konusu proteinde var olabilen dider dizilerin hig
biriyle ilgili degildir. Ornegin, burada kullanilan sekliyle, IL-23p19'a "4zellikle baglanan”
bir antikor, IL-23p19- iceren bir flizyon proteini olan FLAG®-hIL-23p19'a ve FLAG®
peptit etiketine tipik olarak badlanacaktir ancak tek basina veya IL-23p19 disinda bir
protein ile flzyona girdiginde FLAG® peptik takina baglanmaz.

Mevcut bulusun onleyici 1L-23p19'a 6zgl antikorlar gibi IL-23’'e o&zgl baglayic
bilesikleri, peritoneal makrofajlar tarafindan IL-1 B ve TNF ve Tw17 T hicreleri
tarafindan IL-17 GUretimi dahil ancak bununla sinirh olmamak kaydiyla herhangi bir
sekilde kendi biyolojik aktivitesini onleyebilir. Bkz. Langrish vd. (2004) Immunol. Rev.
202:96-105. Anti-IL-23p19 antikorlar aynca IL-17A, IL-17F, CCL7, CCL17, CCL20,
CCL22, CCR1 ve GM-CSF'nin gen ifadesini dnleyebilecektir. Bkz. Langrish vd. (2005)
J. Exp. Med. 201:233-240. Bulusun anti-IL-23p19 antikorlan, IL-23'Un Tw17 hdcrelerinin
dagihmini veya hayatta kalmasini iyilestirme vyetisini de bloke edecektir. Cua ve
Kastelein (2006) Nat. Immunol. 7:557-559. Tasarlanan Anti-IL-23p19nin  dnleyici
aktivitesi, inflamatuar, oto-immun ve proliferatif rahatsizliklarin tedavisinde faydall
olacaktir. bu tir rahatsizliklarin 6rnekleri PCT patent basvurusu yayinlann WO
04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631 ve WO 01/18051'da tarif edilmektedir.

VI. Farmasdtik Bilegimler
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IL-23p19 antikorunu iceren farmasétik veya steril bilesimler hazirlamak igin, sitokin
analogu veya muteini, bunlarin antikoru veya bunlarin nikleik asidi farmasoétik olarak
kabul edilebilir tagiyici veya eksipiyan ile kanstiriir. Bkz., drnegin., Remington's
Pharmaceutical Sciences and U.S. Pharmacopeia: National Formulary, Mack
Publishing Company, Easton, PA (1984).

Ornegin liyofilize tozlar, sulu karnigimlar, sulu sollisyonlar veya siispansiyonlar seklinde
fizyolojik olarak kabul edilebilir tagiyicilar, eksipiyanlar veya stabilizorler ile karistirarak
terapotik maddelerin ve teshis maddelerinin  formiilasyonlar hazirdanabilir. Bkz.
ornegin., Hardman vd. (2001) Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics, McGraw-Hill, New York, NY; Gennaro (2000) Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, ve Wilkins, New York, NY; Avis vd.
(ed.) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Marcel Dekker,
NY; Lieberman, vd. (ed.) {(1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel
Dekker, NY; Lieberman vd. {ed.) {1990} Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse
Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner ve Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and
Safety, Marcel Dekker, Inc., New York, NY.

Tek basina veya immun baskilayici bir maddeyle birlikte verilen antikor kangimlarinin
toksikligi veya terapotik etkinligi drnedin LDso'nin (Popillasyonun %50'si (izerinde
Oldlrtichh etkiye sahip dozun) veEDso'nin {Poplilasyonun %50'si (zerinde terapotik
olarak etkili olan dozun) belirenmesi igin hiicre kiltirlerinde veya deney hayvanlari
Uzerinde standart farmasotik prosedurler ile belirlenebilir. Toksik ve terapotik etkiler
arasindaki doz orani terapdtik endekstir ve LDsg'nin EDsg'ye orani olarak ifade edilebilir.
Yiksek terapotik endeksleri olan antikorlar tercih edilmektedir. Bu huacre kiltara
deneylerinden ve hayvanlar Uzerinde yurutulen cahsmalardan elde edilen veriler,
insanlarda kullanilmaya mahsus dozaj araliginin formdle edilmesinde kullanilabilir. Bu
tir bilesiklerin dozaji tercihen EDso'yi ¢ok az toksiklikle veya hi¢ toksiklik oclmadan
iceren, dolasimdaki konsantrasyonlarin arahdindadir.. Bu aralikiaki dozaj, kullanilan

dozaj formuna ve kullanilan verme rotasina bagh olarak degisiklik gdsterebilir.

idare modu dzellikle &nemli degildir. Uygun verme rotalari érnedin oral, rektal,
transmukozal veya intestinal olarak vermeyi; intramuskiler, intradermal, subkitanoz,
inframeduler enjeksiyonlar, intratekal, direkt intraventrikiler, intravendz, intraperitoneal,

intranazal veya intraokiler enjeksiyonlar dahil parenteral tevziyi igcermektedir.
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Farmasétik bilesimde veya mevcut bildirimdeki yéntemin uygulanmasinda kullanilan
antikorun verilmesi oral alhmm, inhalasyon, topikal uygulama veya kutanoz,
subkiitanoz, intraperitoneal, parenteral, intraarteryal veya intravendz enjeksiyon gibi

birgak geleneksel yol ile gergeklestirilebilir.

Alternatif olarak, antikoru sistematik bir gekilde dedil de dmedin antikocrun dogrudan
immiinopatoloji ile karakterize olan artritik ekleme veya patojen ile indiiklenmis lezyona,
siklikla depoda veya surdurilebilir salinim formiilasyonunda enjekte edilmesi yoluyla,
lokal olarak vermek de mumkuindir. Dahasi, antikoru hedeflenen ilag tevzi sisteminde,
ornedin dodrudan imminopatoloji ile karakterize olan artritik eklemi veya patojen ile
induklenmig lezyonu hedef olan dokuya o6zgu antikor ile kaplanmig drnegin bir
lipazomda hedeflenen ila¢ tevzi sisteminde vermek de mimkonddr. Lipozomlar,

hastalkli doku tarafindan hedeflenecek ve segici olarak alinacaktir.

Bir terapdtik icin ilag verme rejiminin secilmesi varligin serum veya doku degisim orani
semptomlarin dizeyi, varhigin imminojenesitesi ve biyolojik matristeki hedef hiicrelerin
erigilebilirligi gibi birgok faktdre baghdir. Tercihen, ilag verme rejimi hastaya tevzi edilen
terap6tik miktarini kabul edilebilir diizeyde yan etkilerle tutarh bir sekilde maksimize
eder. Buna gore, tevzi edilen biyolojigin miktan kismen spesifik varliga ve tedavi edilen
kosulun ciddiyetine baghdir, Uygun antikor, sitokin ve kligik molekil segimine iliskin
rehberlik mevcuttur. Bkz. Ornegin, Wawrzynczak (1296) Antibody Therapy, Bios
Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, UK; Kresina {(ed.) (1991) Monoclonal Antibodies,
Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, New York, NY; Bach (ed.) (1993) Monoclonal
Antibodies and Peptite Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, New York,
NY; Baert vd. (2003) New Engl. J. Med. 348:601-608; Milgrom vd. (1999) New Engl. J.
Med 341:1966-1973; Slamon vd. (2001) New Engl. J. Med 344:783-792; Beniaminovitz
vd. (2000) New Engl. J. Med. 342:613-619; Ghosh vd. (2003) New Engl. J. Med
348:24-32; Lipsky vd. (2000) New Engl. J. Med. 343:1594-1602.

Uygun dozun belirenmesi bir klinisyen tarafindan, ornegin tedaviyi etkilediginden
sUphelenilen veya tedaviyi etkiledidi tahmin edilen veya bilinen parametreleri veya
faktdrleri kullanarak yapilir Genel olarak, doz optimum dozdan biraz daha az bir
miktarda baglar ve her tirli olumsuz yan etkiye gére, arzu edilen veya optimum etki
elde edilene kadar doz azar azar artinlir. Onemli diyagnostik énlemler arasinda

semptomlarla ilgili clanlar, éregdin inflamasyon veya uretilen inflamatuar sitokinlerin
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duzeyi yer alir. Tercihen kullanillacak olan biyolojik tedavi edecek hayvanla esas
itibariyle ayrm tirden turetilir (drnegin insan o6znelerin tedavisi icin himanize antikor),

bdylece reaktife karsi olabilecek her tirll bagisiklik tepkisi minimize edilir.

Antikorlar, antikor parcalar ve sitokinler surekli inflzyonla veya aralikll dozlarla,
drnegin giinde bir, haftada 1-7 kez, bir hafta boyunca, iki hafta boyunca, aylik olarak, iki
ayda bir, vs. saglanabilir. Dozlar intravendz olarak, subkiitanoz olarak, topikal olarak,
oral olarak, nazal olarak, rektal olarak, intramiiskller olarak, intraserebral olarak,
intraspinal olarak veya inhalasyon yoluyla saglanabilir. Arzu edilmeyen yan etkileri
onemli dlclide engelleyen maksimum dozu veya doz frekansini i¢eren doz protokoli
tercih edilir. Toplam haftalik doz genel olarak en az 0.05 pg/kg, 0.2 pg/kg, 0.5 pg/kg, 1
Hg/kg, 10 Ha/kg, 100 pgr/kg, €.2 mg/kg, 1.0 mg/kg, 2.0 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50
mg/kg vucut agirhdi kadardir veya daha fazladr. Bakiniz érnedin Yang vd. (2003) New
Engl. J. Med. 349:427-434; Herold vd. (2002) New Engl. J Med. 346:1692-1698; Liu vd.
(1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych. 67:451-458; Portielji vd. {20003) Cancer Immunol.
Immunother. 52:133-144. Kiiglk bir molekiiler terapotigin, dmegin bir peptit mimetigin,
dogal trindn veya organik kimyasalin arzu edilen tozu, mol’kg esasina gdre antikor

veya polipeptit icin olanla ayni miktardadir.

Burada kullanilan sekliyle, "6nlemek" veya "tedavi etmek" veya "tedavi" oto-immiin
hastalikla veya patojen ile indiiklenmis imminopatalojivle ve/veya gelisecek veya
gelismesi beklenmekte olan bu tir semptomlann ciddiyetindeki azalmayla
iliskilendirilmis olan, semptomlarin gelismesinin ertelenmesini kapsamaktadir. Terimler
ayrica mevcut kontrol edilmeyen veya istenmeyen oto-immin ile ilgili veya patojen ile
induklenmis immunopatoloji semptomlarinin iyilestirilmesini, ilave semptomlarin ortaya
¢lkmasinin  onlenmesini ve s6z konusu semptomlarin altinda yatan sebeplerin
iyilegtiriimesini veya dnlenmesini de icermektedir. Bu nedenle terimler, oto-immun veya
patojen ile indiklenmis immUinopatoloji hastaligl veya semptomu olan veya bu tir bir
hastallk veya semptom gelistirme ihtimali olan omurgal 6zne igin faydali bir sonucun

elde edildigini ifade etmektedir.

Burada kullanilan sekliyle, "terapdtik olarak etkili miktar” veya "etkili miktar" IL-23p19'a
0zgu baglayici bilesenin, érmegin ve antikorun tek bagina veya ilave bir terapotik
maddeyle bir hicreye, dokuya veya dzneye verilen, oto-immun hastaligin veya hastalk

veya durum ile iligkilendirilmis olan patojen ile indilklenmis imminopatolojinin veya
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hastaligin gelisiminin énlenmesinde veya iyilestirilmesinde etkili olan miktanina isaret
etmektedir. Terapotik olarak etkili doz ayrica semptomlarin iyilestiriimesine, yani, ilgili
tibbi durumun tedavi edilmesine, iyilesmesine, dnlenmesine veya iyilestiriimesine veya
56z konusu kosullarin tedavi, iyilesme, énlenme veya iyilesme oraninda bir artisa
neden olmaya yeterli bilesik miktarina isaret etmektedir. Tek basina verilen tek bir aktif
maddeye uygulandiginda, terapdtik olarak etkili doz sadece s6z konusu aktif maddeye
isaret etmektedir. Bir kombinasyona uygulandiginda, terapotik olarak etkili doz birlikte,
seri seklinde veya es zamanl olarak verilmis olmasina bakilmaksizin sdz konusu
terapttik etkiye neden olan aktif maddelerin birlegik miktarlarina isaret etmektedir.
Terapdotigin etkili miktan tipik olarak semptomlari en az %10, genellikle en az %20;
tercihen en az %30; daha cok arzu edilir sekilde en az %40 ve en ¢ok arzu edilir

sekilde en az %50 araninda azaltacaktir.

ikinci bir terapétik maddeyle, érnedin sitokin, antikor, steroid, kemoterapétik madde,
antibiyotik veya radyasyon ile ortak verme veya tedavi yoéntemleri teknikte iyi
bilinmektedir, bkz. 6rnegin Hardman vd. (ed.) (2001) Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 10. baski McGraw-Hill, New York, NY; Poole
and Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A Practical
Approach, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA; Chabner ve Longo (ed.) (2001)
Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott, Williams & Wilkins, Phila., PA.
Bulusun farmasoétik bilesimi ayrica diger immun baskilayici veya immiino modlle edici
maddeler de igerebilir. Anti-inflamatuar maddeler, kortikosteroidler, siklosporin,
takrolimus (yani., FK-506), sirolimus, interferonlar, ¢ozllebilir sitokin reseptdrleri
(6rnegin, sTNRF ve sIL-1R), sitokin aktivitelerini notralize edici maddeler (drnegin,
infliksmab, etanersept), mikofenolat mofetil, 15-deoksipergualin, talidomit, glatiramer,
azatiyoprin, leflunomit, siklofosfamit, metotreksat ve benzerleri dahil ancak bunlarla
sinirh olmamak kaydiyla uygun olan her tirdlh immuin baskilayici madde kullanilabilir.
Farmasotik bilesim ayrica fototerapi ve radyasyon gibi difer terapétik modalitelerle
birlikte de kullanilabilir.

Tipik veterinerlikle ilgili, deneysel veya arastirma amagh sUjeler arasinda maymunlar,
kdpekler, kediler, sicanlar, fareler, tavsanlar, Gine domuzlar, atlar ve insanlar yer

almaktadir.

VII. Antikor Uretimi
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Mevcut bulustaki antikorlann rekombinant Gretimine mahsus bir uygulamada, iki zinciri
kodlayan nukleik asitler izole edilmis ve daha fazla klonlanmalar igin (DNA'min
amplifikasyonu igin) veya ekspresyon i¢in bir veya daha fazla yinelenebilir vektérin
icine yerlestiriimistir. Monoklonal antikoru kodlayan DNA halihazirda izole edilmis ve
konvansiyonel prosedurler (6rnegin antikorun agir ve hafif zincirlerini kodlayan genlere
Ozellikle baglanabilen oligonlkleotid problar kullanarak) kullanarak dizilmistir. Birgok
vektor mevcuttur. Vektor bilesenleri genellikle asagidakilerden birini veya daha
fazlasini icermektedir ancak bunlarla sinirh dedildir: sinyal dizisi, replikasyonun
kaynad, bir veya daha fazla markér gen, iyilestirici bir unsur, bir itici ve transkripsiyon
terminasyon dizisi. Mevcut bulusun bir uygulamasinda, himanize Anti-IL-23p19
antikorun hafif ve adir zincirleri ayni vektdrden, yani plazmidden veya adenovial

vektdrden ifade edilmektedir.

Mevcut bulusun antikorlan, teknikte bilinen yontemlerden herhangi biriyle Gretilebilir. Bir
uygulamada, antikorlar Cin hamsterinin over (CHO) hicreleri, insan embriyonik bobrek
(HEK) 293 hucreleri, fare miyelom NSO hucreleri, bebek hamster bdbrek (BHK)
hiicreleri, Spodoptera frugiperda ovaryan (Sf9) hiicreleri gibi killtirlerde memeli veya
bocek hucreleri olarak ifade edilmektedir. Bir uygulamada, CHO hicrelerinden
saklanan antikorlar iyilestiriimis ve protein A, katyon degisimi, anyon degisimi,
hidrofobik etkilesim ve hidroksiapatit kromatografi gibi standart kromatografik
yontemlerle saflastinimistir. Grtaya g¢ika antikorar, 20 mM sodyum asetatta, pH 5.5,

konsantre edilmis ve saklanmistir.

Mevcut bulusun bagka bir uygulamasinda, antikorlar WO2005/040395'te tarif edilen
yontemlere goére levurde dretiimistir. Kisaca, ilgili antikorun bireysel hafif veya agir
zincirlerini kodlayan vektorler, farkh levir haploid hucrelering, drnegdin levir haploid
hiicrelerinin istege bagl olarak tamamlayici oksotrof oldugu, levirin farkh eslesme
turlerine Pichia pastoris tanitilmaktadir. Déndstlrdimis haploid levir hicreleri daha
sonra eslenebilir veya hem agir hem de hafif zincir Uretebilen diploid bir levir
hicresiyle kaynastinlabilir. Daha sonra diploid sus tamamen toplanmis ve biyolojik
olarak aktif antikoru gizleyebilir. iki zincirinin géreceli ekspresyon diizeyleri érnedin
farkh kopya sayilarnyla vektor kullanarak, farkli guce sahip transkripsiyonel kolaylastirici

kullanarak veya zincirlerinin  birini veya her ikisini de kodlayan vyenlerin
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transkripsiyonunu sadlayan indiklenebilir kolaylastiricilardan ekspresyon bagslatarak

optimize edilebilir.

Bir uygulamada, farkli Anti-IL-23p19 antikorlarin ("asil" antikorlar} ¢ogunlugunun ilgili
agir ve hafif zincirleri, hafif zincirlerin cogunlugu ifade eden bir eslesme tlrunin haploid
leviir suslarindan olusan bir set ve adir zincirlerinin gogunlugu ifade eden farkli bir
eslesme tiriniin haploid levir suslarindan olusan bir set olusturmak icin levir haploid
hiicrelerine tanitihr. Haploid suslarin bu setleri hafi ve adir zincirlerin gesitli olasi
permutasyanlarindan olugan antikorlarin timlegik setini ifade eden bir seri diploid levir
hicresi Gretmek icin eslegtirilebilir (veya sferoplastlar olarak kaynastirlabilir. Daha
sonra antikorlarin timlegik seti, antikorlardan herhangi birinin orijinal antikorlardan
astin (6rnegin IL-23 i¢in daha ylksek afinite) o&zelliklere sahip olup olmadigini
belirlemek icin taranabilir. Bkz. érnegin, W0O2005/040395.

Mevcut bulusun baska bir uygulamasinda, antikorar, antikora gore degisebilen alanin
kisimlarinin molekiil agirhd yaklasik 13kDa olan bir polipeptit ile baglantili oldudu
insan alani antikorlandir. Bkz. 6érmegin ABD Patent Yayin No. 2004/0110941. Bu tir tek
alan, distk molekiler agirhk maddeleri, sentez kolayhdi, dayanikhlik ve ilag verme

rotasi ile ilgili olarak sayisiz avantaj saglamaktadir.

VIII. Kullanimlar

Mevcut bildirim 6rnegdin merkezi sinir sistemindeki, periferal sinir sisteminde ve
gastrointestinal kanaldaki inflamatuar rahatsizliklarin ve durumlarin yani sira otoimmn
ve proliferatif rahatsizhiklarin da teshis ve tedavisine mahsus, gelistirimis anti-IL-23
antikorlarin ve bunlarin pargalarinin kullanimina yénelik yontemler saglamaktadir.
Bulug, insan denekte badisiklik tepkisinin baskilanmasinda kullanilmaya yonelik,
ornegin artrit, sedef, inflamatuar bagirsak hastaligi, multipl skleroz, sistemik lupus
eritematozus, diyabet ve kanserden olusan gruptan secilen bir bouzklugun tedavisinde
kullaniimaya ydnelik istemlerde tanimlanan antikoru veya antijen baglayici pargasini

saglar, burada badisiklik tepkisi, inflamatuar bir tepki veya otoimmiin bir tepkidir.

Ornegin tekrarlayan-diizelen MS ve primer-progresif MS, Alzheimer hastahg,
amyotrofik lateral skleroz (yani ALS: Lou Gehrig hastah@i), iskemik beyin hasari, prion

hastaliklan ve HIV ile iliskilendirile demans dahil multipl sklerozun (MS) tedavisine
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ybnelik ydntemler saglanmaktadir. Ayrica ndropatik adrinin, post-travmatik
noropatilerin, Guillain-Barre sendromunun (GBS), periferal polindropatinin ve sinir

rejenerasyonunun tedavisine yonelik ydntemler de saglanmaktadir.

Asadidaki ozelliklerden, semptomlardan, yonlerden, belirtilerden birini veya daha
fazlasini veya multipl sklerozun veya sinir sistemindeki diger inflamatuar bozuklugun
veya durumun belirtilerini tedavi etmeye veya iyilestirmeye mahsus yontemler
saglanmaktadir: beyin lezyonlan, miyelin lezyonlari, demiyelinizasyon, demiyelinize
plaklar, gérme bozukluklan, denge veya koardinasyon kaybi, spastiklik, duyu
bozukluklarn, enkontinans, agr, zayiflik, yorgunluk, fel¢, kognitif yetersizlik, bradifreni,
diplopi, optik norit, parestezi, yuriyls ataksisi, yorgunluk, Uhtoff sendromu, nevralii,
afazi, apraksi, nébetler, géris alani kaybi, demans, ekstrapiramidal fenomentler,
depresyon, saglik veya dider duygusal semptomlar, kronik progresif miyelopati ve
gadolinyum artirici lezyonlar, uyarilmis olasi kayitlar veya beyin omurilik sivisinin
incelenmesi gibi manyetik rezonans goérintiileme (MRI) ile tespit edilen bir semptom.
bkz, érnegdin., Kenealy vd. (2003) J. Neurolmmunol. 143:7-12; Noseworthy vd. (2000)
New Engl. J. Med 343:938-952; Miller vd. (2003) New Engl. J. Med 348:15-23; Chang
vd. (2002) New Engl. J. Med. 346:165-173; Bruck and Stadelmann (2003) Neurol. Sci.
24 Suppl.5:5265-8267.

Dahasi, mevcut bildirim inflamatuar badirsak bozukluklarinin tedavi edilmesine ve
teshisine yonelik yontemleri saglar ve bulus, drnegin Crohn hastaldi, Ulseratif kolit,
golyak hastali§l ve huzursuz bagirsak sendromu gibi istemlerde tanimlanan inflamatuar
bagirsak hastaliinin tedavisinde kullanilmaya yénelik istemlerde tanimlanan antikoru
veya antijjen baglayici parcasim saglar. Asagidaki dzelliklerden, semptomlardan,
yonlerden, belirtilerden birini veya daha fazlasini veya inflamatuar bagirsak hastaliginin
belittilerini tedavi etmeye wveya iyilestirmeye mahsus yontemler saglanmaktadir;
gidalarin k6t emilimi, degistiriimis badirsak hareketliligi, enfeksiyon, ates, karin agrisi,
ishal, rektal kanama, kilo kaybi, kotil beslenme belirtileri, perianal hastalik, karin kiitlesi
ve blylyememe; ayrica, striktiir, cibanlar, toksik megakolon, perforasyon gibi intestinal
komplikasyonlar ve kanser ve asinma, aftdz ve lineer Ulserler, tag gorintisl, yalanci
polipler ve rektal tutulum gibi endoskopik bulgular dahil ve ayrica levir karsiti
antikordar. Bkz., drnegin., Podolsky, yukarida verilmektedir, Hanauer, yukarida

verilmektedir, Horwitz ve Fisher, yukarida verilmektedir.
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Ayrica sedef hastalifl, atopik dermatit gibi inflamatuar rahatsizliklarin, romatoid artrit,
osteoartrit ve psoriatik artrit dahil artritin, sistemik lupus eritrematoz ve tip | diyabet gibi
oto-immun rahatsizhklarn ve kanser gibi proliferatif rahatsizliklann tedavisi i¢in
dastndlmastir. Bkz. érnegin, PCT patent basvurusu yayinlari WO 04/081190; WO
04/071517; WO 00/53631; ve WO 01/18051.

Mevcut bulustaki IL-23p19 baglayici bilesikler ayrica IL-17A, IL-17F, IL-IB, IL-6 ve TGF-
B dahil olmak ancak bunlarla sinirli olmamak kaydiyla diger sitokinlerin (Grnegin
antikorlarin) bir veya daha fazla antagonistiyle birlikte de kullanilabilir. Bkz. &rnegin,
Veldhoen (2006) Immunity 24:179-189; Dong (2006) Nat. Rev. Immunol. 6{4):329-333.
Cesitli uygulamalarda, bulugun IL-23p19 baglayici bilesidi, Anti-IL-17A antikor gibi
baska bir antagonistin veya antagonistlerin veriimesinden énce, veya ayni anda veya
veriimesinden sonra verilir. Bir uygulamada, advers bagisiklik tepkisinin (Grnegin MS,
Crohn Hastaldi) erken akut evresinin tedavisinde tek basina veya mevcut bulugun IL-
23 antagonist antikoruyla birikte bir IL-17A baglama bileseni kullanilir. Sonraki
durumda, advers tepkinin baskilamasini korumak igin IL-17A baglama bileseni dereceli
olarak azaltilabilir ve tek bagina IL-23 antagonisti ile tedaviye devam edilebilir. Alternatif
olarak mevcut bulusun bir IL-23p19 baglayici bilesiginin IL-13, IL-6 ve/veya TGF-B
antagonistleri ile es zamanl olarak, bunlardan once veya sonra verilebilir. Bkz. Cua
and Kastelein (2006) Nat. Immunol. 7:557-559; Tato ve QO'Shea (2006) Nature
441:166-168; lwakura and Ishigame (2006) J. Clin. Invest. 116:1218-1222.

Bulug, bulusu spesifik uygulamalarla kisitlamasi planlanmamis olan, asadida belirtilen
orneklere atifta bulunmak suretiyle en iyi sekilde anlagiimaktadir. Burada tarif edilen
spesifik uygulamalar, sadece dmek clmalar i¢indir ve bulusg, ekli istemlerin gartlariyla,
sinilandinimaktadir.

ORNEKLER

Ornek 1

Genel Yontemler

Molekiiler biyolojideki standart yontemler tarif edilmektedir. Maniatis vd. (1982)
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
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Spring Harbor, NY; Sambrook ve Russell (2001) Molecular Cloning, 3. baski Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Wu (1993) Recombinant
DNA Cilt 217, Academic Press, San Diego, CA. Standart yontemler ayrica Ausbel vd.
(2001) Current Protocols in Molecular Biology, Cilt 1-4, John Wiley and Sons, Inc. New
York, NY'de de belirtimektedir, burada bakteri hucrelerinde klonlama ve DNA
mutagenezi (1. Cilt), memeli hiicrelerinde klonlama ve leviir (2. Cilt), glikokonjugatlar ve

protein ekspresyonu (3. Cilt) ve biyoenformatik (4. Cilt) de tarif edilmektedir).

immunopresipitasyon, kromatografi, elektroforez, santrifijlenme ve kristalizasyon dahil
protein saflastirmasina ydnelik ydntemler tarif edilmektedir. Coligan vd. (2000) Current
Protocols in Protein Science, Cilt 1, John Wiley and Sons, Inc., New York. Kimyasal
analiz, kimyasal modifikasyon, ételenme sonrasi modifikasyon, flizyon proteinlerinin
uretimi, proteinlerin glikosilasyonu tarif edilmektedir. Bkz. érnegin., Coligan vd. (2000)
Current Protocols in Protein Science, Cilt 2, John Wiley and Sons, Inc., New York;
Ausubel vd. {2001) Current Protocols in Molecular Biology, Cilt 3, John Wiley and
Sons, Inc., NY, NY, sayfa 16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. {2001) Products for Life
Science Research, St. Louis, MO; sayfa 45-89; Amersham Pharmacia Biotech (2001)
BioDirectory, Piscataway, N.J., sayfa 384-391. Poliklonal ve monaklonal antikorlarin
uretimi, saflastirmasi ve fragmentasyonu tarif edilmektedir. Coligan vd. (2001) Current
Protcols in Immunology, Cilt 1, John Wiley and Sons, Inc., New York; Harlow ve Lane
(1999) Using Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY; Harlow ve Lane, yukarida verilmektedir. Ligand/reseptor etkilesimini karakterize
edici standart teknikler mevcuttur. Bkz. drnegin., Coligan vd. (2001) Current Protcols in

Immunology, Cilt 4, John Wiley, Inc., New Yaork.

Floresan etkin hiicre siniflandirma tespit sistemleri (FACS®) dahil akis sitometrisi
yontemleri mevcuttur. Bkz. 6rnegin, Owens vd. (1994) Flow Cytometry Principles for
Clinical Laboratory Practice, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ; Givan {2001) Flow
Cytometry, 2. baskl.; Wiley-Liss, Hoboken, NJ; Shapiro (2003) Practical Flow
Cytometry, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ. Niikleik asit primerleri ve problari,
polipeptitleri ve antikorlari dahil nikleik asitleri modifiye etmeye uygun ve &medin
teshis reaktifleri olarak kullaniimaya mahsus floresan reaktifleri mevcuttur. Molecular
Probes (2003) Catalogue, Molecular Probes, Inc., Eugene, OR; Sigma-Aldrich (2003)
Catalogue, St. Louis, MO.



10

15

20

25

30

35

46

Badisiklik sistemi histolojisindeki standart yontemler tarif edilmektedir. Bkz. dmegin
Muller-Harmelink (ed.) (1286) Human Thymus: Histepathology and Pathology, Springer
Verlag, New York, NY; Hiatt, vd. (2000) Color Atlas of Histology, Lippincott, Williams,
ve Wilkins, Phila, PA; Louis, vd. (2002) Basic Histology: Text and Atlas, McGraw-Hill,
New York, NY.

Ornegin antijen pargalarini, lider dizilerini, protein katlamasini, islevsel alanlari,
glikosilasyon alanlarini ve dizi hizalamalarini beliremeye mahsus yazihm paketleri ve
veri tabanlan mevcuttur. Bkz. 6rnegin Gen Bankasi, Vector NTI® Suite (Informax, Inc,
Bethesda, MD); GCG Wisconsin Package {Accelrys, Inc., San Diego, CA); DeCypher®
(TimeLogic Corp., Crystal Bay, Nevada); Menne vd. :121816. 741-742; Menne vd.
(2000) Bioinformatics Applications Note 16:741-742; Wren vd. {2002) Comput.
Methods Programs Biomed. 68:177-181; von Heijne (1983) Eur. J. Biochem. 133:17-
21; von Heijne (1986) Nucleic Acids Res. 14:4683-4690.

Ornek 2

insan Karsiti IL-23p19 Antikorlarin Uretilmesi ve insanlagtirimasi

insan karsiti IL-23p19 antikorlar, 1L-23p19 nakavt farelere kimerik IL-23 ile ba@isiklik
kazandirarak Gretildi (insan p19: fare p40). Standart yontemlerle monoklonal antikorlar

hazirdandi.

Fare antikoru 13B8'in dedisken alanlarinin insanlagtirimasi (fare IgG1/kappa) esas
itibariyle PCT patent bagvurusu yayinlari WO 2005/047324 ve WO 2005/047326'da
tarif edilen sekilde gergeklestirildi.

Kisaca, antikor 13B8'in insan olmayan VH alaninin amino asit dizisi, IGHV1 ve IGHV4
alt gruplarindan birer temsilci ve IGHV3 alt grubundan (¢ temsilciden olugan bes insan
VH germline amino asit dizisinden olugan bir grup ile karsilastinidi. VH alt gruplarn M.-
P. Lefranc (2001) "Nomenclature of the Human immiinoglobulin Heavy (IGH) Genes",
Experimental and Clinical Immunogenetics 18:100-116 adh yayinda siralanmistir.
Antikor 13B8, alt grup VH1'de insan agir zincir germline DP-14'e kargi en yuksek skoru

elde etmistir.
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Antikor 13B8'in VL dizisi VL'nin kappa alt sinifidir. insan olmayan VL alaninin amino
asit dizisi, dort insan VL kappa germline amino asit dizisinden olusan bir grupla
kargilagtirildi. Dort taneden olusan grup, V. Barbie & M.-P. Lefranc (1998} "The
Human immunoglobulin Kappa Variable (IGKV) Genes and Joining (IGKJ) Segments™,
Experimental and Clinical Immunogenetics 15:171-183 ve M.-P. Lefranc (2001)
"Nomenclature of the Human Immiinoglobulin Kappa (IGK) Genes", Experimental and
Clinical Immunogenetics 18:161-174'e siralanan dort yerlesik insan VL alt grubunun
her birinden alinan birer temsilciden olusur. Dort alt grup ayrica Kabat vd. (1991 - 5th
Ed.) "Sequences of Proteins of Immunological Interest”, U. S. Department of Health
and Human Services, NIH Pub. 91-3242, sayfa 103-130'da sirlanan dért alt gruba da
karsilik gelir. Antikor 13B8, alt grup VLkI'de insan hafif zincir germline Z-012'ye kargi en

yiuksek skoru elde etmistir.

llave amino asit ikameleri yukarida veriimektedir olarak tartisildigr ve SEQ ID NO'lar:
24-26'da agiklandigi gibi yapildi. Himanize 13B8 agdir ve hafif zinciri dedisken alanlar,
sirasiyla, bir insan y1 (IgG1) adir zincir sirekli alani ve bir kappa hafif zincir sirekli
alani, kodlayan vektdrlere klonlandi. Ortaya ¢ikan himanize 13B8 antikoru
(lgG1/kappa) insana ve sinomolgus maymununa ait IL-23'e baglanmakta ancak insana

ait IL-12'ye, insana ait p40'a veya fareye ait IL-23'e baglanmaktadir.

Degisken agir ve hafif zincirlerin hedef amino asit dizileri belirlendikten sonra,
himanize antikoru boylu boyunca kodlayan plazmidler udretilebilir. Plazmid diziler,
Kuntel mutagenezi (Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 82:488-492) kullanarak
DNA dizisini hedeflenen himanize antikor dizilerine dedistirmek amaciyla
degigtirilebilir. Es zamanl olarak, optimal ekspresyon potansiyeli i¢in  kodon

optimizasyonu da gergeklestirilebilir.

Burada tarif edilen diger antikorlarin hiimanize formlari, himanize 13B8 antikoru igin
tarif edilen insan gergevelerini ikame ederek veya bu Ornekte tarif edilen yontemlerle
en iyi insan gergevelerinin segilmesine yonelik prosediirleri tekrar ederek olusturulabilir.
Burada tarif edilen insan gergevelerinin hiimanize antikor 13B8'in bir pargasi olarak

ikamesi, 13B8'e benzer, CDR dizilerine sahip antikorlara cok uygundur.

Ornek 3
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KinExA Teknolojisini Kullanarak Hiimanize insan Karsgiti IL-23 igin Dengeleme

Dagilim Siireklisinin (Kq) Belirlenmesi

insan karsiti IL-23 antikorlar icin dengeleme dagilimi sureklisi (Kq) KinExA 3000 aleti
kullanilarak belirlenir. Sapidyne Instruments Inc., Boise Idaho, USA. KinExA, antikor,
antijen ve ankor-antijen timlesigi kansimindaki tlmlesik olmayan antikorun
konsantrasyonunu dlgmeye dayal Kinetik Dislama Deneyi ydnteminin ilkesini kullanir.
Serbest antikorun konsantrasyonu karisimi ¢ok kisa bir sireligine kati fazdaki
immobilize antijene moruz birakarak dlgular. Uygulamada bu, solisyon asamasindaki
antijen-antikor karisimini bir akis hiicresinde yakalanan antijen kapl partikilleri
gececek sekilde akitarak saglanir. Alet tarafindan dretilen veriler, 6zel yazilimlarla
analiz edilir. Dengeleme sireklileri, asagdidaki varsayimlara dayali bir matematik teorisi

kullanarak hesaplanir;

1. Baglama, dengeleme igin tersine dondrlilebilir baglama denklemini takip eder.
ken [Ab] [Ag] = kor{ AbAg]

2. Antikor ve antijen 1:1 bagdlanir ve toplam antikor, antijen-antikor timlesigi arti
serbest antikora esittir.

3. Aletin sinyali, serbest antikor konsantrasyonu ile lineer alarak ilgilidir.

98 mikron PMMA partikild (Sapidyne, Cat No. 440198) Sapidyne'nin "Kisa baglayic
kollari olan veya bagdlayici kollari olmayan biyctinlenmis ligandlar ile PMMA
partikillerinin kaplanmasina dair protokol"lUne gdre biyotinlenmis IL-23 ile kaplanir. Bu
deneyde, biyotinlenmis IL-23 fare IL-12p40" ve insan IL-23p19'u timlesigi icermektedir.
EZ-link TFP PEO-biyotin (Pierce, Kat. No. 21219) biyotinlenmis IL-23'G imalatginin
tavsiyelerine uygun olarak yapmakta kullaniimaktadir (Pierce bulteni 0874). Tim deney

prosedurleri, KinExA 3000 kilavuzuna uygun olarak yapiimaktadir.

Anti-IL-23p19 antikorlarin badlanmasi, antikorlarn i disulfit badlantih zincir, insan p19'u
(SEQ ID NO: 47) ve insan p40'I (Gen Bankasi Erisim No. P29460) icerdigi bagl
olmayan (yerel) insan IL-23'( ile bir seri konsantrasyonda dnceden inkiibe edildigi bir
yarismall baglama deneyinde degerlendirilir. Badlanmamis antikorlarin ve IL-23 ile
baglanmis antikorlarin bir kanigimindan olusan ortaya ¢ikan érnekler, daha sonra bir

onceki paragrafta tarif edilen rhiL-23 ("elastikine"} PMMA partikillerinin Gzerine akitilir.
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PMMA partikilleri tarafindan yakalanan antikorlarin miktar daha sonra floresan olarak

etiketlenen ikincil antikorlar kullanilarak tespit edilir.

Tablo 3 her antikor icin tekrarlama belilemeleri dahil KinExA analizinin sonuclarini

gosterir.

Tablo 3

KinExA Tarafindan Belirlenen K4 Degerleri

Antikor Ka (pM)
m13B8 15, 52
hum13B8-a 64 +40, 110, 365, 447
hum13B8-b 47,470, 520
hum13B8-c 47,52, 470

Ornek 4

BlAcore Teknolojisini Kullanarak Hiimanize insan Karsiti IL-23p19 Antikorlar igin

Dengeleme Dagilim Siireklisinin (K4) Belirlenmesi

BlAcore belirlemeleri esas olarak yaygin bir sekilde atanan ABD Patent Bagvurusu
Yayin No. 2007/0048315'in 4. Ornedinde tarif edilen sekilde gerceklestirimektedir.
Kisaca, ligandlar (anti-IL-23 mAbs) standart amin kaplini prosedurand kullanarak
BlAcore CM5 sensdr ¢ipi lizerinde immobilize edilir. IL-23, c¢esitli konsantrasyonlar
uretmek igin PBS'de sulandiriir. Gesitli etkilesimlerin kinetik slreklileri BlAevaluation
yazihminin 3.1 strimd kullanilarak belirlenir. Ky hesaplanan ayrisma ve birlegsme orani

sureklilerini kullanarak belirlenir.

Tablo 4 tekrarlama belilemeleri dahil BlAcore tarafindan belirlenen Ky degerlerini

gostermektedir.
Tablo 4

BlAcore Tarafindan Belirlenen Ky

Antikor Ka (pM)
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BlAcore Tarafindan Belirlenen Kq

Antikor Ka (pM)

m13B38 173.228

hum13B8-a 72-104, 68-100, 81-129
hum13B8-b 77-129, 69-116
hum13B8-c 92-153

Ornek 5

Anti-IL-23 Antikorlarin Notrlestiriimesinin Degerlendirilmesi icin Proliferasyon

Bio-deneyleri

Monaoklonal bir antikorun IL-23'0 biyolojik olarak notrlestirme yetisi, rekombinant IL-23
reseptorlerini ifade eden hicreleri kullanan kisa vadeli proliferasyon bio-deneylerinin
uygulanmasi yoluyla degerlendirildi. IL-23R transfektan hiicre hatti (Ba/F3-2.2lo-hlIL-
23R) hem hIL-23R'yi hem de hIL-12RB1'i ifade eder ve hem insan IL-23'Une hem de
sinomolgus maymununun IL-23'line cevap verir. Transfektan Ba/F3-2.2lo hicreleri
insan IL-23'lne cevap olarak codalir ve cevap ndtrestirici Anti-IL-23 antikor tarafindan
onlenebilir. Doza cevap veren egrinin lineer bolgesinde, plato yakininda ve EC50'nin
uzerinde secilen IL-23 konsantrasyonuna kargi bir antikor titre edilir. Proliferasyonun
olup olmadidr metabolik aktiviteyi tesit etmeye dayal blylme endikatdri olan Alamar
Blue kullanarak korolimetrik yollarla olgildr, Bir antikorun IL-23'0 ndtrlestirme yetisi
IC50 dederine gore veya IL-23 proliferasyonunun yan maksimal inhibisyonunu

indiikleyen antikor konsantrasyonuna gére dederendirilir.

Ba/F3 transfektanlari RPMI-1640 ortaminda, %10 fetal buzagdi serumunda, 50 pM 2-
merkaptoetanolda, 2 mM L-glutaminde, 50 pg/mL penisilin-streptomisinde ve 10 ng/mL
fare IL-3'Unde tutulur. Ba/F3 proliferasyon bio-deneyleri RPMI-1640 ortaminda, %10
fetal buzag serumunda, 50 pM 2-merkaptoetanolda, 2 mM L-glutaminde, 50 pg/mL

penisilin-streptomisinde gerceklestirilir.

Prosediir
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Deneyler, 96-¢cukurcuklu dibi diz plakada (Falcon 3072 veya benzeri) gukurcuk basina
150 pl'de gerceklestirilir. Anti-IL-23 antikorlar, 30-60 dk boyunca IL-23 ile dnceden
inkube edilir, sonra 40-48 saat kadar hiicreler ve inkibasyon eklenir. Alamar Blue
(Biosource Kat #DAL1100) eklenir ve 5-12 saat boyunca gelismesine izin verilir. Daha
sonra 570 nm ve 600 nm'de sogurma okunur (VERSAmax Microplate Reader,

Molecular Probes, Eugene, Oregon, ABD) ve ODszo-600 elde edilir.

Hicreler saghkh bir biiylime durumunda, genellikle 3-8 x 10%mL yogdunluklarinda
kullanilir. Hucreler hesaplanir, topaklanir, bio-deney ortaminda iki kez ykanir ve
kaplama icin uygun yodunlukta slOspansiyon halinde tutulur. IL-23'0n seri 1:3
seyrelmeleri  (bio-deney ortaminda 2550 pl) kullanilarak IL-23 doz cevabi
gerceklestirilir. 3 ng/ml (50 pM) kadar IL-23 konsantrasyonu antikor deneylerinde
kullanilmak Gzere segilir. Seri 1.3 seyrelmeler {bio-deney ortaminda 25:50 uL)

kullanilarak nétrlestirici antikor doz cevabi da gerceklestirilir,

IC50 degerleri, sogurmanin sitokine veya antikor konsantrasyonuna kars ¢izildigi ve
IC50 degerlerinin sigmamsi doz cevabinin lineer olmayan gerilemesi (egri fiti)
kullanilarak belirlendigi GraphPad Prism® 3.0 yazilimi (Graphpad Software Inc., San

Diego, California, ABD) kullanilarak belirlenmistir.

Tablo 5 anti-IL-23p19 antikorlarin Ba/F3 hiicre proliferasyonunun bloklanmasi igin IC50

degerlerini gdsterir. Bazi antikorlar igin goklu belilemelerin degerleri dahil edilmistir.
Tablo 5

Anti-IL-23 Antikorlar Tarafindan Ba/F3 Hucre Dagihminin Bloke Edilmesi i¢cin 1C50

Degerleri

Antikor IC50 (pM)
m13B8 700
hum13B8-a 1100, 1100
hum13B8-b 1200, 1100
hum13B8-c 1100, 2200
Ornek 6
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IL-17 Uretimine Dayal IL-23 igin Fare Splenosit Deneyi

Mevcut bulugsa gore anti-IL-23p19'un biyolojik aktivitesi, Aggarwal vd. {2003) J. Biol.
Chem. 278:1910 ve Stumhofer vd. (2006) Nature Immunol. 7:937'de ac¢iklandidi gibi,
esas itibariyle splenosit deneyi kullanilarak degerlendirilir. Fare splenosit deneyi, fare
splengsiti tarafindan yapilan IL-17 {retiminin bir dizeyi olarak bir drnekte I1L-23
aktivitesini Olger. Anti-IL-23p19 antikorlarin Onleyici aktivitesi daha sonra, verilen bir
Ormekte IL-23 aktivitesini %50 kadar azaltmak igin gerekli olan antikor
konsantrasyonunun belirlenmesiyle dederlendirilir (IC50). Bu deneyde &lgllen gekliyle
IC50 dengeleme dagilimi baglama sdreklisinden {Kq) daha fazladir veya buna esittir
vani Ky IC50've esit veya bundan daha disik olabilir. Her zaman oldugu gibi daha

dusik 1C50 ve K, degerleri daha ylksek aktiviteleri ve afiniteleri yansitir.

Kisaca, dalaklar 8-12 haftalik disi C57BL/6J farelerden elde edilmistir {Jackson
Laboratories, Bar Harbor, Maine, ABD). Dalaklar 6gdutiiliir, iki kez pelletlenir ve bir
hiicre stizgeci (70 ym naylon) ile filtrelenir. Elde edilen hiicreler 96-gukurcuklu plakada
(4 X 10° hiicre/gukurcuk) insan IL-23'G (10 ng/ml, ~170 pM) ve fare anti-CD3e
antikorlanyla {1 pg/ml) birlikte (BD Pharmingen, Franklin Lakes, New Jersey, ABD),
analiz edilecek olan anti-IL-23p19 antikor ile veya o olmadan kultiirlenir. Anti IL-23p19
antikorlar 10 pg/ml'de ve 3 kath seyreltme serisinde eklenir. Hlicreler 72 saat boyunca

kUlttrlenir, pelletlenir ve st faz sandvig ELISA ile IL-17 seviyeleri igin analiz edilir.

IL-17 ELISA asagida aciklanan sekilde gerceklestirilir. Plakalar gece 4°C'de yikanmig
ve bloklanmig olan yakalama anti-IL-17 antikoruyla (100 ng/cukurcuk) kaplanir.
Ornekler ve standartlar eklenir ve oda sicakliginda iki saat boyunca calkalanarak
inkilbe edilir. Plakalar yikanir ve biyotinlenmis anti-IL-17 tespit antikoru (100
ng/cukurcuk) eklenir ve oda sicaklijinda bir saat boyunca calkalanarak inkiibe edilir.
Yakalama ve tespit antikorlari her ikisi de fare IL-17'sine baglanan ancak ¢apraz olarak
birbirini bloke etmeyen farkll antikorlardir. Plakalar yikanir ve baglama tespit antikoru
streptavidin-HRP (yaban turbu peroksidazi) ve TMB (3,3'5,5-tetrametilbenzidin)
kullanilarak tespit edilir, Daha sonra plaka 450-650 nm'de ckunur ve drneklerdeki IL-17

konsantrasyonu standartlarla karsilastinlarak hesaplanir,

Splenosit deneyi IC50 degerleri, bazi tekrarlama belifemeleri dahil Tablo 6'da

gosterilmektedir.
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Tablo 6
Splenosit Deneyi IC50'ler
Antikor Klonu IC50 {pM)
m13B8 28,54,64
hum13B8-a 71-108
hum13B8-b 110, 221
hum13B8-c 515

Ornek 7

Anti-IL-23p19 Antikoru 13B8-b'nin Hazirlanmasinin Karakterizasyonu

Himanize anti-IL-23p19 antikor 13B8-b, sirasiyla SEQ ID NO: 49 ve 50'de belirtildigi
gibi, 13B8-b'nin agir ve hafif zincirlerini kodlayan vektdr saklayan DNA dizilerini

kullanarak memeli hiicrelerinden hazirlanmaktadir.

BlAcore analiz ile analiz edildiginde Hum 13B8-b'nin insan IL-23'0 i¢in 297 pM Kq'si
vardir, bu 6zellikle Ormek 4'te tarif edildigi gibidir (yukarida verilmektedir).

Hum13B8-b'nin biyolojik aktivitesi Ba/F3 proliferasyon deneyi kullanarak, asil itibariyle
Ornek 5'te tarif edildigi gibi degerlendirilir (yukarda verilmektedir), ancak IL-23'nin 50
pM'si yerine 340 pM'si proliferasyonu uyarmak amaciyla kullanibr. Anti-IL-23p19
antikorarin dnleyici aktivitesi (IC50), verilen bir érnekte 11L-23 aktivitesini %50 kadar
azaltmak igin gerekli olan antikor konsantrasyonunun belirlenmesiyle degerlendirilir Her
zaman oldugu gibi daha distk IC50 daha ylksek aktiviteleri yansitir. Hum13B8-b,
Ba/F3 proliferasyon deneyinde 187 pM'nin bir IC50'sini sergiler.

Hum13B8-b'nin biyolojik aktivitesi esas itibariyle Ornek 6'da{yukarida verimektedir)
tarif edildigi gibi, insan splenositi deneyi kullanilarak da degerendirilir ancak
splenositler fare yerine insan dalaklarindan elde edilir, higbir anti-CD3e antikor
kullanimaz ve IL-17 yerine IFN-y okunur. Deney, insan primer splenositleri tarafindan
iretilen IFN-y dizeyini belirleyerek bir &rnekteki IL-23 aktivitesini &lger. insan

splenositleri, anti-IL-23p19 antikoru hum13B8-b'nin c¢esitli  konsantrasyonlarinin
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mevcudiyetinde insan IL-23'lne (170 pM) maruz birakilir. IFN-y sandvi¢ ELISA ile
tespit edilir. Hum13B8-b, insan splenasiti deneyinde 59-144 pM'nin bir IC50'sini

sergiler.

Hum13B8-b'nin biyolojik aktivitesi, esas itibariyle Parham vd. (2002) J. Immunol.
168:5699'de aciklanan sekilde, KIT225 STAT-3 fosforilasyon deneyi kullanilarak
degerlendirilir. insan KIT225 hiicreleri, 16semik T hiicre hatti anti-IL-23p19 antikoru
hum13B8-b'nin gesitli konsantrasyonlarinin mevcudiyetinde veya antikor olmadan 138
pM insan IL-23 ile uyariimaktadir. IL-23 aktivitesi, STAT3 fosforilasyon diizeyinin tespit
edilmesiyle dlctlir. Hum13B8-b, KIT225 deneyinde 130 pM'nin bir IC50'sini sergiler.

Ornek 8

Hiimanize Anti-IL-23p19 Antikoru 13B8-b’nin Epitopu

Hiimanize antikor 13B8-b’nin insan IL-23p19'una baglanmasi igin epitop (SEQ ID NO:
47) X-1igini kristalografisi ile belirlendi. Himanize anti-IL-23p19 antikor 13B8-b'nin ve
bagli olmayan ve p19 ile p40 alt birimlerini iceren insan IL-23'Undn bir Fab parcasinin
bir timlesigi icin koordinatlar belirlendi. Kristal yapisini belirlemek icin kullanilan IL-
23'teki p40 alt biriminin Asn222'nin GIn ile degistirildigi bir N222Q ikamesi vardir. insan
IL-23p19'unun dizisi SEQ ID NC: 47'de bulunur ve insan IL-12/IL-23 p40'in olgun
seklinin dizisi Gen Bankasi Erisim No. 29460'n kalintilari 23-328'de bulunur. Hiimanize
anti-IL-23p19 antikor 13B8-b, hiimanize 13B8-b agir zinciri (SEQ ID NO: 7) hUmanize
13B8-b hafif zincir (SEQ ID NO: 14) icermekiedir. Kristalizasyon sartlari %15 polietilen
glikol 4000, 60 mM sodyum asetat, 100 mM TRIS-HCI'dir (pH 8). Kristaller ayrica pH

8'de veya bu civarda diger tamponlarla da elde edilebilir.

Antikor 13B8-b (zerindeki 4.0A icindeki IL-23 amino asit kalintilan arasinda K20, T23,
W26, 827, P30, E82, S95, L96, L97, P98, D99, P101, G103, Q104, H106, A107 ve
L110 yer almaktadir. ilave kalintilar L24, L85, T91, S100 ve V102 5.0A icindeydi. IL-
23p19 Uzerindeki amino asit kalintisi, kalintinin herhangi bir atomunun koordinatlari,
antikorun herhangi bir atomunun koordinatlarina verilen mesafedeyse, antikorun verilen

mesafesinde (8rnegin 4.0A veya 5.0A) kabul edilir.

Bu temas edilen Kalintilarin buydk bélimd, IL-23p19'un primer yapisi boyunca iki ana
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kiimeye dahildir, ilk kiime kalintilar 20-30'u (11 kalintinin &'s1 antikorun 5.0A'sindadir ve
11 kalintinin 5'i antikorun 4.0A'sindadir) ve ikinci kiime kalintilar 82-110'u igerir {29
kalintinin 16's1 antikorun 5.0A'sindadir ve 29 kalintimin 12'si antikorun 4.0A'sindadr).
Bu kimeler, kalintilarin %30, %40, %45, %50 veya %54'Unin 4.0A veya 5.0A'da
oldugu, bitisikteki IL-23p19'un amino asit kalintilarinin 11 tanesinin veya daha

fazlasinin gerilmesinden olusan epitoplan tanimlar.
Bu kiimelerin herhangi birine veya her ikisine de baglanan antikorlarin antikor 13B8-
b'nin baglanmasini bloke etmesi beklenir ve benzer biyolojik aktiviteler sergilemesi

beklenir.

Tablo 7 dizi listesindeki dizilerin kisa bir tarifnamesini icermektedir.

Tablo 7
Dizi Kimlikleri
SEQ ID NO: Tanim
1 m1AT1Vy
2 m11C1 Vi
3 m5F5 Vy
4 m21D1 Vy
5 m13B8 Vy
6 hum13B8 HC-a
7 hum13B8 HC-b
8 hum13B8 HC-¢
9 m1A11 VL,
10 m11C1 VL
11 m5F5 V.
12 m21D1 V.
13 m13B8 Vi,

14 hum13B8 LC
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Dizi Kimlikleri

SEQ ID NO: Tanim

15 m1A11 CDRH1
16 m11C1 CDRH1
17 m5F5 CDRH1
18 m21D1 CDRH1
19 m13B8 CDRH1
20 m1A11 CDRH2
21 m11C1 CDRH2
22 m5F5 CDRH2
23 m21D1 CDRH2
24 m13B8 CDRH2-a
25 h13B8 CDRH2-b
26 h13B8 CDRH2-c
27 m1A11 CDRH3
28 m11C1 CDRH3
29 m5F5 CDRH3
30 m21D1 CDRH3
31 m13B8 CDRH3
32 m1A11 CDRL1
33 m11C1 CDRLA1
34 m5F5 CDRL1

35 m21D1 CDRL1
36 m13B8 CDRL1
37 m1A11 CDRL2

38 m11C1 CDRL2



10

15

57

Dizi Kimlikleri

SEQ ID NO: Tanim

39 m5F5 CDRL2

40 m21D1 CDRL2

41 m13B8 CDRL2

42 m1A11 CDRL3

43 m11C1 CDRL3

44 m5F5 CDRL3

45 m21D1 CDRL3

46 m13B8 CDRL3

47 insan IL-23p 19

48 fare IL-23p 19

49 hum13B8-b HC DNA

50 hum13B8 LC DNA
Dizi LISTESI

<110> Schering Corporation
<120> Geligtirilmis Anti-IL-23p12 Antikorlar
<130> P32094EP-PCT
<140> PCT/US2008/002333
<141> 2008-02-20

<150> 60/891,409

<151> 2007-02-23

<160> 50

<170> Patentln versiYon 3.4
<210= 1

<211> 117

<212> PRT

<213> Mus musculus



<400> 1
Glu Val Gln Leu Gln
1 5

Ser Val Asn Ile Ser
20

Tyr Ile Gln Trp val

Gly Tyr Ile Ser Cys
50

Lys Gly Lys Ala Thr
65

Mat Gln Phe Ser Ser
85

Ala Arg Gln Gly Phe
100

Val Thr Val Ser Ser
11%

<210=> 2

<211> 116

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 2

Gln

Cys

Lys

Tyx

Phae

70

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Asan

35

Thr

Thr

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

val

Ser

Mat

Pro

Ser

25

Arg

Ala

Asp

Glu

Asp
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Aasp

20

Tyr

58

Leu

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Ser

Trp

Val

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

Arg

Val

Gln

Thr

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Phe

55

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
8O

Cys

Ser

His Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Val Val Arg Pro Gly Ala



Sar Val Lys Leu Ser Cys
20

Trp Met Thr Trp Val Llys
a5

Gly Gln lle Phe Pro Val
50

Glu Gly Lys Ala Thr Leu
65 70

Ile Gln Leu Ser Ser Leu
-]

Ala Arg Gly Gly Gly Gly
100

Thr val Ser Ala
115

<210> 3

<211> 124

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 3

Gln Val Gln Leu Gln Gln
1 S

Sar Val Lys Leu Ser Cys
20

Gly lle Ser Trp Val Lys
i5

Gly Glu Ile Tyr Pro Arg
50

Lys Gly Lys Ala Thr Leu
65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu
85

Ala Arg Gly Gly Asn Tyr
100

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Tyr

Ala

Arg

40

Gly

val

Ser

Ala

Gly

Ala

Arg

40

val

Ala

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tyr
105

Ala

Sar

25

Thr

Asn

AsSp

Glu

Arg
105

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Trp

Glu

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

90

Asn

59

Tyr

Gln

Anp

Ser

75

Jer

Gly

Leu

Tyr

Gln

TYyr

Ser

735

Ser

Ile

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr

Asp

TYr

60

Ser

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Asp

Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

15

Ala

Trp

Ile

Ala

Tyr

95

Leu

Gly
15

Ser

Trp

Arg

Ala

Phe

95

Fha

Tyr

Ile

Phe

Tyr

eq

Cys

val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



10

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

115
<210> 4
<211> 116
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400= 4

Gln Val Gln
1

Ser Leu Lys

Phe Ile Hina

a5

Gly Trp 1le

20

Lys
65

Gly Lys

Mat His Leu

Ala Arg Gly

Thr Val Ser

115
<210>5
<211> 116
<212> PRT

Leu Gla Gln

Ile Ser Cys

Trp Leu Lys

Phe Pro Gly

Ala Thr Lau

70

Ser Ser Lau

Gly Asn

100

Gly

Ala

<213> Mus musculus

<400> 5

His VYal Gln
1

Ser Val Glu

Trp Met Thr
35

Gly Gln Ile
50

Leu Gln Gln
5

Leu Ser Cys
20

Trp Met Lys

Phe Pro Ala

Ser

Lys

Gln

Asan

25

Thr

Thr

Leu

Ser

Lys

Gln

Ser
55

120

Gly

Ala

Arg

40

His

Ala

Ser

Pro

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Leu

Ser

Pro

Asp

AsSp

Glu

Tyr
105

Pro

Ser

25

Pro

Ser

Glu

10

Gly

Gly

val

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Ala

60

Leu

Tyr

Gln

Glu

Ser

75

Ser

Gly

Leu

Tyr

Gln

Asp

val

Ser

Gly

Tyr

60

Sar

Ala

Gln

Val

Ile

Gly

Tyr
&0

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Tle

30

Glu

Glu

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

Leu

Gly
15

Thr

Trp

Met

Ser

Phe

Ile

Phe

Asp

B8O

Cys

Val

Ala

Tyr

Ile

Phe



10

15

Glu

65

Mat

Ala

Thr

<210>6

Gly

Gln

Atrg

Val

Lys

Leu

Gly

Ser
115

<211> 446
<212> PRT

Ala

Ser

Gly

100

Ala

61

Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr

70

75

aa

Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys

85

90

95

Gly Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

<213> Yapay Dizi
<220>
<223> insan cergeveleri, kemirgen CDR'leri
<220>
<221> DOMAIN
<222> (1)..(1186)

<223> Degisken Alan
<400> 6

Gln

1

Ser

Trp

Gly

Glu

65

Mot

Ala

Thr

val

Val

Gln

30

Gly

Glu

Arg

Val

Gln

Lys=s

Thr

as

Ile

Arg

Lou

Cly

Ser
115

Leu

Val

20

Trp

Phe

val

Arg

Gly

100

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

S

Gly

Ala

Gln

Cys

Arqg

Ala

Met

70

Lau

Gly

Sar

105

Ser Gly Ala Glu Val
10

Lys Ala Ser Gly Tyr
25

Gln Ala Pro Gly Gln
40

Ser Gly Ser Ala Asp
35

Thr Thr Asp Thr Ser
75

Arg Ser Asp Asp Thr
90

Phe Ala Tyr Trp Gly
105

Thr Lys Gly Pro Ser
120

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

val

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Gly

Phe
125

110

Pro

Ile

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

15

Thr

Trp

Met

Ala

Tyr

95

Leau

Leu

Ala

Tyr

Phe

Tyr

B8O

Cys

Val

Ala



Pre

Val

145

Ala

Sly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Clu

Lyws

Lys

Leu

305

Lys

Lys

Lys

S5er
130

Lys

Leu

Thr

val

210

Pra

Phe

Val

Phe

Pro

290

Thr

Val

Ala

Gly
370

Ser

As=p

Thr

Tys

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Val

Ser

Lys®

Asp

355

Phe

Lys

Tyr

Ser

Jwx

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Tep

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

TYr

Ser

Phe

Gly

165

Tyr

Lys

Pra

Lys

245

val

Tyx

Glu

His

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Thr

Pro

150

Vval

Sw:

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

210

Ala

Pro

Thr

Ser

Ser

135

Glu

His

Swa

Glu

215

Prc

Lys

val

Asp

Tyr

295

Asp

Leyu

Arg

Lys

Asp
375

Gly

Pre

Thr

Val

Ran

200

Pre

Glu

Asp

Rap

Gly

280

ASh

Trp

Pre

Glu

Aan

360

Ile

Gly

Val

Pha

Val

185

val

Lys

Lau

Thr

Val

265

Val

Ser

Laa

Ala

FPro

345

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

170

Tl

Aan

Ser

Lau

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

33a

Gln

Val

val

62

Ala

val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

Hisz

Val

TYY

Gly

315

Ile

val

Glu

Ala

140

Sar

val

Paiv

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
380

Leu

Trp

Leu

Jws

Pro

205

Lys

Ero

Ser

Asp

Asn

285

val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Gly

Aan

Gln

Jws

139U

Ser

Thr

Sar

Arg

Pro

270

val

Tyt

Thr

Lau

350

Cyn

Ser

Cys

Ser

Ser

175

Sws

Asn

His

Val

Thr

255

Clu

Lys

Ser

Lys

Ile

325

Pro

Leu

Asn

Leu

Gly

160

Ser

Thr

Thr

Phe

240

Pro

val

Thrx

val

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly



10

Gln

g5

Gly

Gln

ASn

<210>7

Pro

Ser

Gln

His

Glu

Phe

Gly

Tyr
435

<211> 446

<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> Insan gergeveleri, kemirgen CDR'leri
<220>

<221> ALAN

Asn

Phe

Asn

420

Thr

<222> (1)..(1186)

<223> Degisken Alan
<400> 7

Gln Val Gln

1

Sar

Gly

Glu

65

Mat

Ala

Thr

Pro

Val

Mat

Gln

50

Gly

Glu

Arg

val

Ser

Lys

Thr

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Leu

Val
20

Trp

Phe

val

Arg

Gly

100

Ser

Lysa

Asn

Leu

405

val

Gln

Val

5

Ser

Val

Pro

The

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Gln

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Gly

Ser

Thr

Lys

Ser

Sar

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thx

Arg

Phe

Thr

Ser

Thr

Lys

Cys

Leu
440

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ala

Lys

120

Gly

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Asp

Tyr

105

Gly

Gly

Pro

Thr

410

val

Leu

Ala

The

Pro

The

63

Pro

395

val

Mot

Ser

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

Asp

His

Pro

Lys

Ile

Gly

Tyr

&0

Thr

Ala

Gln

val

Ala

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Gly

Phe

125

Leu

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Pro

Ile

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

1140

Pro

Gly

Ser

Arg

415

Leu

Gly

Thr

Tcp

Lys

Ala

Tyr

95

Leau

Leu

Cysa

Asp
400

Trp

Ala

Tyr

Mart

Phe

Tyr

80

Cys

val

Ala

Leu



Val
145

Ala

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Lau

Lys

Lys=

Ser

Lys

Gln
385

132

Lys

Thr

Yal

21¢

Pre

Fhe

Val

Pha

Pro

29°C

Thr

val

Alas

Arg

Gly
372

v

Pra

hsp

i Thr

: Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thz

Asn

275

Arg

val

Ser

Lys

Asp G

355

Phe

Glu

Tyr

Ser

Sar

180

Thr

Lys

Fro

Cys

260

Glu

Leau

Asn

Gly

140

Tyt

Asn

Pha

Gly

165

Tyr

Lys

Pra

Lys

245

Val

Iyr

[ 44

Lys
3zs

Glrn

Pro

AST.

Pro

150

Val

Ser

1le

Val

Ala

230

Pro

Val

val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

» Thr

Tyr
330

hHis

Sar

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr
Z95

Asp T

Leu

Ary

Lys

Asp

27s

Lya

Pro

Thr

val

AT

200

Preo

Gl.

Asp

LE Y]

Gly

28BC

Asr

rre

Glu

A

36l

Ile

Thr

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val

265

val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Thr

rro

170

Thr

Asn

Ser

Leou

Leu
250

Thr

Asn

°re

310

val

Val

Pro

64

Val

155

Ala

val

Hig

Cys

Met

Ais

val

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pra
395

140

Sar

val

Pro

Lys

Asp

220

Ile

Glu

Hisa

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

330

val

Trp

Leu

Sar

Proe

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asr

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Lau

Asn

Gln

Sar

192

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

279

Ala

Val

Iyr

Thr

Leu

350

Cys

Asp

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

val

Gl

Lys

Ser

Lys

Ile

338

Pro

Leu

Asn

Ser

Gly

leC

Ser

Lau

Thr

Thr

Phe

24C

rre

Val

Thr

Val

Cys

32¢C

Ser

Pro

val

Gly

Asp
10¢



10

15

65

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp

405 410

415

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

420 425

430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Sear Leu Ser Pro Gly Lys

435 440
<210> 8
<211> 446
<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>
<223> Insan gergeveleri, kemirgen CDR'leri
<220>
<221> ALAN
<222>(1)..(118)
<223> Degisken Alan

<400> 8
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Vval
1 5 19

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25

Trp Mat Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40

Gly Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp
50 55

Gln Gly Arg Val Thr Maet Thr Thr Asp Thr Ser
65 70 75

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr
85 9qQ

Ala Arg Gly Gly Gly Gly Phe Ala Tyr Trp Gly
100 105

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120

Pro Sear Ser Lys Ser Thr Sar Gly Gly Thr Ala
130 135

Lys

Ile

Tyr

60

Thr

Ala

Gln

val

Ala
140

445

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

val

Gly

Phe

125

Leu

Pro

Ile

30

Glu

Gln

Thr

TYyr

Thr

110

Proe

Gly

Gly
15

Thr

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ala

Tyr

Mat

Lou

Tyr

BQ

Cys

val

Ala

Leu



val

145

Ala

Gly

Sly

Lys

Cys

225

Lau

Glu

Lys

Lyws

Leu

30%

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
38s

Lys

Lau

Leu

Th

val

210

Pro

Pha

Val

Pha

Pro

290

Thr

Val

Ala

Arqg

Gly

370

Prao

Asp

Thr

Tyr

Gl

193

Asp

Fro

Pro

Thr

Aan

275

Arg

val

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Tyr

Ser

Ser

180

This

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Gly

165

Leu

Tys

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

Hise

Lys

325

Gln

Leu

Pro

ABn

Pro

150

Val

Ser

Ilw

val

Ala

210

Pro

val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Tyr
330

Glu

His

Ser

Cyws

Glu

2158

Pro

Lys=

Val

Azp

Tyz

295

Asp

Lau

Arg

Lye

Asp

375

Lys

Pro

Thr

val

Az

200

Pro

Glu

A=sp

Asp

Cly

284

Axn

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

val

Phe

val

185%

Val

Lys

Lau

Thr

Val

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

17¢

Thr

Avi

Ser

Lau

2549

Ser

Clu

The

Agn

Pro

330

Gln

val

Val

Pro

66

val
155

Ala

val

Cys

Gly

215

Mat

His

Val

Tyr

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
395

sSer

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ila

Glu

Hia

Ary

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
380

val

Trp

Lau

Ser

LEXY

0%

Lys

Fro

Asp

Aan

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

165

Glu

Leu

A8n

Gln

Ser

190

Jws

Thr

Ser

Pro

270

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Asp

Ser

Ser

175

Ser

Awu

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ila

338

Pro

Leu

Asn

Ser

Gly

160

Sar

Lau

Tha

Thr

Phe

240

Pra

Val

Thr

Val

Cys

320

Ser

Pro

val

Asp
400



10

67

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Lau Ser Pro Gly Lys
43% 440 445

<210>9

<211> 113
<212>PRT

<213> Mus musculus
<400>9

Aan Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser
20 25 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Aan Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
a5 40 43

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe Thr Leu Lys Ila

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Leu Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly
85 20 55

Thr His Phe Pro Pha Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

Arg
<210> 10

<211> 108

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 10

Aap Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr
20 25 30



10

Leu Ala Trp

35

Tyr Asn Ala

50

Ser Gly Ber

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 11
<211> 111
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 11

Ser Gln Ala

1

Glu

Ser

Gly

Phe

65

Ala

Asn

Thr

ASn

Leu

Ser

Gln

His

Val

Asp

s

1le

Gly

Thr

Trp

<210> 12
<211> 108
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12

Asp lle Gln Met Thr Gln Ser Proc Val Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ser
100

Gln

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Glu

Leu

Gln

70

Tyr

Thr

val val Thr

Thr

29

Ala

Gly

Ser

Glu

Val
100

5

Leu

Asn

Gly

Leu

Ansp

g5

Pha

5

Thr

Trp

Thr

Ile

70

Glu

Gly

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Gln

Cys

val

Aan

Gly

Ala

Gly

Trp

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Glu

Arg

Gln

40

Asn

Asp

Ile

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ser

25

Glu

Arg

Lys

Tyr

Thr
105

Lysa

Val

Lys

Hin

90

Ile

Ala

10

Ser

Lys

Ala

Ala

Phe

90

Lys

10

68

Ser

Pro

Ile

75

His

Lys

Leu

Thr

Pro

Pro

Ala

75

Cys

Lau

FPro

Ser

60

Asn

Tyx

ArTg

Thr

Gly

Asp

Gly

Leu

Ala

Thr

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Thr

Ala

Has

45

Val

Thr

Leu

Val

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Val

30

Ser

Pro

1le

Trp

Lau
110

Leu

Ser

Gln

Pro
55

Pro

15

Ile

Phe

Ala

Thr

Tyr

95

Gly

15

Val

Gly

Ser

Phe

Gly

Thr

Thr

Arg

Gly

Ser



10

Glu Thr Val Thr Ile Thr
20

leu Ala Trp Tyr Gln Gln
as

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Gln
65 70

Glu Asp Phe Gly Ser Tyr
85

Thr Phe Gly Ala Gly Thr
100

<210> 13

<211> 108

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Asp Ile Gln Met Thr Gln

1 5

Glu Thr Val Thr Iles Thr
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
EL)

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu
50

Ser Gly Ser Gly Thr Gln
63 7Q

Glu Asp Phe Gly Arg Tyr

Thr Phe Gly Ser Gly Thr
100

<210> 14

<211> 214
<212> PRT
<213> Yapay Dizi

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Phe

Lys

Arg

Gln

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Pro

Arg

Gln

40

Glu

Ser

Cys

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Asp
105

Ala

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Lyn

val

Lys

His

90

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Lys

His

90

Ile

69

Glu

Ser

Fro

Ile

75

His

Lys

Leu

Glu

Ser

Fro

Ile

73

His

Lys

Aan

Pro

Ser

60

ABn

Phe

Arg

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Agn

Tyr

Arg

Val

Gln

45

Arg

Ser

Gly

Ala

Ile

Gln

45

Arg

Arg

Gly

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Ser

Tyr

30

Phe

Leu

Ile

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Val

Gly

Pro

80O

Leu

Gly

Tyr

val

Gly

Pro

eaq

Phe



<220>
<223> insan cergeveleri, kemirgen CDR’leri
<220>

<221> ALAN

<222> (1)..(108)

<223> Degisken Alan

<400> 14
Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

120

val

Ser

Thr

Cys

Asn

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

z0

Tyr

Lys

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Gla

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lauy

1315

Asp

Asp

Lya

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Glu

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

His

Ile

Anp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

70

Leu

Glu

Ala

FPro

Ile

75

Kis

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

val

110

Lys

Arg

Asn

S5er

Lys

190

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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15

20

25

30

210

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Gly Tyr Ser Phe Thr Ala Tyr Tyr Ile Gln
1 5 10

<210> 16

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 16

Gly Tyr Ile Phe Ser Ala Tyr Trp Met Thr
1 5 10

<210> 17

<211= 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 17

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

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 18

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

<210> 19

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 19

Gly Tyr Ile Phe Ile Thr Tyr Trp Met Thr
1 5 10

71
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15

20

25

72

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 20
Tyr Ile Ser Cys Tyr Asn Gly Ala Thr Arg Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 L] 10 15
Gly

<210> 21

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 21

Gln Ile Phe Pro Val Arg Gly Ser Ala Asp Tyr Aan Glu Ile Phe Glu
1 s 10 15

Gly
<210> 22
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 22

Glu Ile Tyr Pro Arg Ser Val Aan Ser Tyr Tyr Asn Glu Arg Phe Lysa
1 5 10 15

Gly

<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23

Tep Ile Phe Pro Gly Asn His Asp Val Glu Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus



10

15

20

25

73

<400> 24

Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp Tyr Asan Glu Mst Phe Glu
1 5 10 15

Gly
<210> 25

<211>17

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Bir amino asit ornatimi ile kemirgen CDR'si
<400> 25

Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp Tyr Aan Glu Lys Phe Glu
1 5 10 15

Gly
<210> 26

<211> 17

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> Dort amino asit ornatimi ile kemirgen CDR'si

<400> 26

Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp Tyr Ala Gln Lys Leu Gln
1 5 10 15

Gly
<210> 27
<211>8
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Gln Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5

<210> 28
<211>7
<212> PRT

<213> Mus musculus



74

<400> 28

Gly Gly Gly Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210=> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29

Gly Gly Asn Tyr Tyr Gly Arg Asn Tyr Gly Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10 15

<210> 30

<211=7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30

Gly Gly Gly Asn Leu Pro Tyr
1 5

<210> 31

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

Gly Gly Gly Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210> 32

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 32

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn
1 5 10 15

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 33

Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
1 L} 1¢



75

<210> 34

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 34

Arg Ser Ser Thr Gly Ala vVal Ile Thr Ser Asn Asp Ala Asn
1 5 10

<210> 35

<211= 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 35

Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
1 S 1¢

<210> 36

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 36

Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
1 S 1¢

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 37

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 38

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 38

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 39
<211>7
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15

20

25

30

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 39

Gly Thr Asn Asn Arg Ala Pro
1 5

<210> 40

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 40

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 5

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 41

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu
1 3

<210> 42

<211=9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 42

Trp Gln Gly Thr His Phe Pro Phe Thr
1 5

<210> 43

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 43

Gln His His Tyr Gly Thr Pro Phe Thr
1 5

<210> 44
<211>9
<212> PRT

<213> Mus musculus

76



10

15

<400> 44

Ala Leu Trp Tyr Ser Asn His Trp Val
1 5

<210> 45

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 45

Gln His His Tyr Gly Ile Pro Phe Thr
1 5

<210> 46

<211=9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 46

Gln His His Tyr Gly Ile Pro Phe Thr
1 5

<210> 47
<211>170
<212> PRT

<213> Homo sapiens

77



<400> 47
Arg Ala Val

1

Leu

Gly

Val

Asp

Tyr

Leu

Sar

Pro

Lys

145

Phe

Sear

His

Pro

50

Asn

Glu

Pro

Gln

Ser

130

Ile

Ala

Gln

Mat

35

His

Ser

Lys

Asp

Leu

115

Leu

Leu

His

<210> 48
<211> 175
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 48

Val Pro Arg Ser Ser Ser Pro Asp Trp Ala Gln Cys Gln Gln Leu Ser

1

Pro

Lys

20

Asp

Ile

Gln

Leu

Ser

100

Leu

Ser

Arg

Gly

Gly

Leu

Lat

Gln

FPhe

Leu

Pro

Gln

Pro

Ser

Ala
165

5

Gly

Cys

Arg

Cys

Cys

70

Gly

vVal

Pro

Ser

Leu

150

Ala

Ser

Thr

Glu

Gly

55

Leu

Ser

Gly

Glu

Gln

135

Gln

Thr

Ser

Leu

Glu

40

Asp

Gln

Asp

Gln

Gly

120

Prao

Ala

Leu

Pro

Ala

25

Gly

Gly

Arg

Ile

Leu

105

His

Trp

Phe

Ser

Ala

10

Trp

Asp

Cys

1le

Phe

His

His

Gln

val

Pro
170

10

78

Trp

Ser

Glu

Asp

His

75

Thr

Ala

Trp

Arg

Ala
155

Thr

Ala

Glu

Pro

60

Gln

Gly

Ser

Glu

Leu

140

Val

Gln

His

Thr

45

Gln

Gly

Glu

Leu

Thr

125

Leu

Ala

Cys

Pro

30

Thr

Gly

Leu

Pro

Leu

110

Gln

Leu

Ala

Gln

15

Leu

Asn

Leu

Ile

Ser

Gly

Gln

Arg

Arg

15

Gln

Val

Asp

Arg

Fhe

BO

Leu

Leu

Ile

Phe

Val
160

Arg Asn Leu Cys Met Leu Ala Trp Asn Ala His Ala Pro Ala Gly His

20

25

30



10

Met Asn

Pro Arg

50

Asn Ser

65

Lys His

Pra

Asp

Gln Leu

Leu

35

Ile

Gln

Leu

Ser

Leu

Leu Arg

Gln

Cys

Phe Cys

Glu

Glu

Lau

Glu Glu

40

Asp
35

Gly

Gln Arg

70

Leu Asp

B85

Pro
100

Mot

Gln Pro

115

Leu
130

Ser

Ile
145

Leu

Ala His

<210> 49

<211> 1398
<212> DNA

Ser

Gly

Ser Ser

Ser Leu

Ser

Glu

Glu

Gln

Gln

Asp Ile

Gln

Leu

His
120

Asp

Gln
135

Trp

Ala Phe

150

Ala Ala

165

<213> Yapay Dizi

<220>

Thr

Lau Thr

79

Asp Glu Glu

Cys Asp Pro

Ile Gln

75

Arg

Phe Lys

20

Gly

His Thr Ser

105

Pro Arg Glu

Gln Arg Pro

leu Ala Ile

155

Glu Pro Leu

170

Thr Lys

45

Gln
60

Gly
Gly Lau
Glu

Pro

Leu

Asn

Leu

Ala

Ala

Gly

Asn Val

Lys Asp

Phe Tyr

80

Leu
95

Leu

Leu Ser

110

Thr Gln

125

Leu Leu

140

Rla Ala

Val Pro

Gln

Arg

Arg

Thr

Met Pro

Ser Lys

Val Phe

160

Ala
173

<223> insan surekli ve cergeve bolgeleri, kemirgen CDR'leri

<400> 49
atggctgtge
gtgcagctgg
tgcaaggctt
ggccagggge
gagaagttcg
gagctgagga
ggattcgett
ccatcggtct
qgetgectqgy

ctgaccagag

tggggctgcet
tgcagtctgg
ctggctacat
tggagtggat
aaggcagagt
goectgagate
actggggeca
tceccectgge
tcaaggacta

gegtgcacac

gttctgcctg
cgctgaggtg
cttcatcacc
gggccagatce
caccatgacc
tgacgacacc
gggcaccetg
accctectec
cttcoceccoccqaa

cttcecagget

gtgacattcce
aagaagcctg
tactggatga
ttcecetgeca
acagacacat
gecgtgtatt
gtcacegtet
aagagcacct
coggrgacqgg

gtcctacagt

caagctgtgt
gcgcctcegt
cctgggtgeg
geggectcetge
ccaccagcac
actgtgccag
ccagegetag
ctgggggcac
tgtcgtggaa

cetcaggact

gctgtcccag
gaaggtctee
gcaggeccct
agactacaac
agcctacatg
aggcggtgge
caccaagqgge
agcggecctg
crcaggegee

ctactecctc

60

120

1B0

240

300

360

420

480

540

600
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agcageqtgg
aatcacaagce
actcacacat
ttccecccaa
qtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegree
gtcteocaaca
ccocegagaac
gtcagecctga
agcaatggge
tecttcttec
ttctoatget
ctgtcteegy
<210> 50

<211> 702
<212> DNA

tgacegtgee
ccagcaacac
goccacegty
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegtect
aagcectece
cacaggtgta
cctgectggt
Agccggagaa
tctacagcaa
ccegtgatgea

gtaaatga

<213> Yapay Dizi

<220>

ctceagcage
caaggtggac
ccecageaccet
caccectcatg
agaccctgag
aaagcocgegg
gcaccaggac
agcececeocate
caccctgece
caaaggette
caactacaag
gctcaccgtg

tgaggctctyg

80

ttggqeacce
aagaaagteg
gaactoctgg
atctcoccegga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggcrgaatyg
gagaaaacca
ccatceceqgygqg
tatcccageg
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgre
cecctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
atgagctgac
acatcgeegt
cegtgetgga
ggtggcagca

acacgcagaa

ctgcaacgtq
trgtgacaaa
agtcttecre
cacatgcgtg
ggacggcgtyg
gtaccgtgtg
caagrgcaag
caaagggcag
caagaaccag
99agtgggag
ctccgacqgge

ggggaacgtc

gagcctctee

<223> insan surekli ve cergeve bolgeleri, kemirgen CDR'leri

<400> 50

atggetccag
atccagatga
acctgcagga
aaggecccta
ttcageggea
gacttcegeca
accaaggtygy
gatgagcagc
agagaggoca
agcgtgacag
agcaaagcag

agcagccecg

tgcagctget
cccagtetea
ccagcgagaa
agectgetgat
gegqeterqgy
cctactactyg
agatcaageg
tgaagtctgg
aggtgceagtyg
agcaggacag
actacgagaa

tgacaaagag

ggggctgetg
atccteectyg
catctacagc
ctataacgee
gacagacrtte
tcagcaccac
tacggtgget
aactgectac
gaaggtggat
caaggacage

acacaagqgtg

cttcaacagg

gtgctgttece
tetgectetg
tacctggcct
aagacectqgqg
accergacca
tacggaatte
gcaccatctg
gtggtgtgcee
aacgcectee
acgctacagee
tacgectgeq

ggagagtgrt

tgccagcocat
tggqegacag
ggtatcagca
ctgaaggggt
tcagcagect
cattcacctt
tgttcatctt
tgctgaataa
agagcogQgcaa
tgagcagecac
aggtgaccca

aa

gagatgtgat
agtgaccatc
gaagccaggg
gecatccagqg
gcageoctgaq
cggccaggge
ceetecatet
cttctatcee
ctoeccaggaqg
cctgacectg

tcagggeetg

660

720

780

B40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1398

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



mlAll
mllC1
mSFS
m21D1
ml3B8
hl3BBa
h13BBb
h13B8c

mlAll
mllCl
mSFS
m21D1
ml13B8
h13B8a
h13B8b
h1l3B8c

mlAll
mllCl
mSFS
m21D1
mi3B8
hi3B8a
h13B8b
h1l3B8c

1/2

EVOLQOSGPELVKTGASVNISCKAS
HVQLOQSGPEVVRPGASVKLSCKAS
OVQLQQSGARELARPGASVKLSCKAS
QVQLQQSGLELVKPGSSLKISCKAS
HVQLQOQSGPELVRPGASVELSCKAS
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS

---CDRH1- -
GYSFTAYYIQ
GYIFSAYWMT
GYTFTSYGIS
GYSFTSFFIH
GYIFITYWMT
GYIFITYWMT
GYIFITYWMT
GYIFITYWMT

WVKQSRGKSLEWIG
WVKQRPGQGLEWIG
WVKQRTGQDLEWIG
WLKQRPGQGLEWIG
WMKQRPGQGLEWIG
WVRQAPGQGLEWMG
WVRQAPGQGLEWMG
WVROAPGQGLEWMG

YISCYNGATRYNQKFKG KATFTVDTSSRTAYMQFSSLTSEDSAVYFCAR
QIFPVRGSADYNEIFEG KATLTVDTSSSTAYIQLSSLTSEDSAVYYCAR
EIYPRSVNSYYNERFKG KATLTADKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYFCAR
WIFPGNHDVEYNEKFKG KATLTADTSSSTADMHLSSLTSEDSAVYFCAR
QIFPASGSADYNEMFEG KATLTVDTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYFCAR
QIFPASGSADYNEMFEG RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
QIFPASGSADYNEKFEG RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
QIFPASGSADYAQKLQG RVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR

----- CDRH3 ~=----

QGFYAMDY WGQGTSVTVSS
GGGGFAY WGQGTLVTVSA
GGNYYGRNYGDYFDY WGQGTTLTVSS
GGGNL-------- PY WGQGTLVTVSA
GGGGFAY WGQGTLVTVSA
GGGGFAY WGQGTLVTVSS
GGGGFAY WGQGTLVTVSS
GGGGFAY WGQGTLVTVSS

Sekil 1



mlAll
mllCl
mS5F5

m21D1
ml3E8
h1l3BS8

mlAll
ml1lCl
m5FS

m21D1
ml3B8
h13B8

mlAll
mllCl
m5F5

m21D1
m1l3B8
hi13B8

2/2

NVVMTQTPLTLSVTIGQPASISC
DIOMTQSPASLSASVGETVTITC
SQAVVTQESALTTSPGETVTLTC
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
DIQMTQSPASLSASVGETVTITC
DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITC

-CDRLZ2-
WLLQRPGQSPKRLIY LVSKLDS
WYQEKWGKSPQLLVY NAKTLAE
WVQEKPDHSFTGLIG GTNNRAP
WYQQKPGKAPKLLIY NAKTLAE
WYQQKQGKSPQLLVY NAKTLAE
WYQQKPGKAPKLLIY NAKTLAE

KSSQSLLDSDGKT-YLN
RASENIYS------ YLA
RSSTGAVITSN- - -DAN
RTSENIYS------ YLA
RTSENIYS------ YLA
RTSENIYS------ YLA

GVPDRFTGSGSGT
GVPSRFSGSGSGT
GVPARFSGSLIGD
GVPSRFSGSGSGT
GVPSRFSGSGSGT
GVPSRFSGSGSGT

--CDRL3--
DFTLKISRVEAEDLGLYYC WQGTHFPFT FGSGTKLEIKR
QFSLKINSLQSEDFGSYYC QHHYGTPFT FGSGTKLEIKR
KAALTITGAQTEDEAIYFC ALWYSNHWV FGGGTKLTVLG
DFTLTISSLQPEDFATYYC QHHYGIPFT FGQGTKVEIKR
QFSLKINRLQPEDFGRYFC QHHYGIPFT FGSGTKLEIKR
DFTLTISSLQPEDFATYYC QHHYGIPFT FGQGTKVEIKR
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