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OZET
ANTI-TRANSGLUTAMINAZ 2 ANTIKORLARI

Bulus, TG2 inhibitorleri ve bu nevi inhibitérleri saglama ve kullanma metotlar ile

ilgilidir.
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2.

olmasidir:
(a) DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIY

128

ISTEMLER

Bir antikor ya da bunun bir antijen baglayici parcasi olup, transglutaminaz tip
2nin (TG2) cekirdek bdlgesi icerisindeki bir epitopu secici olarak baglamakta
olup ve lizin ve Ne(y-glutamil)lizin izopeptit baglarina sahip olan glutamini
gcapraz baglayan insan TG2'sini inhibe etmekte olup, ozelligi; icerisinde
antikor ya da bunun antijen badlayici pargasinin asadidaki amino asit
sekanslarini icermesidir:

(i) KASQDINSYLT (LCDR1};

LVNRLVD (LCDR2);

LQYDDFPYT (LCDR3),

THAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2}); ve
(HCDR3); yada

(i) KASQDINSYLT (LCDR1),

LTNRLMD (LCDR2);

LQYVDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); ve
LISPY (HCDR3): ya da

(iii) KASQDINSYLT (LCDR1},

RTNRLFD (LCDR2);
LQYDDFPYT (LCDR3);

SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); ve
LISLY (HCDR3).

Istem 1'in antikor ya da bunun antijen baglayici kismi olup, dzelligi; icerisinde

antikor ya da bunun antijen bagdlayici pargasinin  asagidakilere sahip

LVNRLVDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDF
PYTFGQGTKVEIK sekansini iceren bir hafif zincir degisken bolge
ve
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGK
GLEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA
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EDTAVYFCARLISTYWGQGTLVTVSS sekansini igceren bir agir
zincir degdisken bolge; ya da

(b} DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLI
YLTNRLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVD
FPYTFGQGTKVEIK sekansint iceren bir hafif zincir degdisken bdlge,
ve
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKG
LEWVATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAE
DTAVYYCAKLISPYWGQGTLVTVSS sekansini iceren bir agir zincir
degisken bolge; ya da

(c) EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIY
RTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDF
PYTFGGGTKLEIK ya da
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPK
SLIYRTNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQY
DDFPYTFGQGTKVEIK sekansini igeren bir hafif zincir degdisken
bolge, ve
EVAQLLESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGK
GLEWVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVTVSS sekansini igeren bir agdir
zincir degisken bolge.

3. Bir antikor ya da bunun bir antijen baglayici pargasi olup, transglutaminaz tip
2'nin (TG2) cekirdek bolgesi icerisindeki bir epitopu secici olarak baglamakta
olup ve lizin ve Neg(y-glutamil)lizin izopeptit baglarina sahip olan glutamini
gapraz bagdlayan insan TG2'sini inhibe etmekte olup, zelligi; asagidakilere
sahip olmasidir;

(a) DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWYLQKP
GQSPKFLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIY
YCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK sekansini igceren bir hafif zincir
degisken bblge, ve
EVALQQASGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQ
GLEWIGYINPYNDGAKYNEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTS
EDSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS sekansini igeren bir agir
zincir degdisken bolge;
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ya da

(b) DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKP

GQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVGAEDLGV
YYCLQVSHVPFTFGSGTKLEIK sekansini igeren bir hafif zincir
degisken bolge, ve
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQ
GLEWIGFINPYNDGTKYNEKFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSE
DSAVYYCARFSSGYWGQGTTLTVSS sekansini iceren bir agir
zincir degisken bolge;

ya da

(c) DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKP

GQSPKFLIYKVSRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVY
YCFQGSHVPFTFGGGTKLEIK sekansini iceren bir hafif zincir
dedisken bodlge, ve
EVQLQAQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQG
LEWIGYINPYNDGARYNEKFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSE
DSAVYYCARLSSDYWGQGTTLTVSS sekansini igeren bir agir
zincir degisken bolge;

ya da

(d) QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSYDYMYWYQQKPGSSPR

LLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQ

WNSSPLTFGAGTKLELK sekansini igeren bir hafif zincir degisken
bolge, ve
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGK
GLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTAD

TATYYCARSWTTAPFAFWGQGTLVTVSA sekansini iceren bir agir
zincir degisken bolge;

ya da

(e} QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPR

LLIYDTSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQ

WSSSPLTFGAGTKLELK sekansini iceren bir hafif zincir degisken
bolge, ve
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGK
GLEWLAHIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTAD
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TATYYCARSGTTAPFAYWGQGTLVTVSA sekansini igeren bir agir
zincir degisken bolge;

ya da
QAWTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHL
FTGLIAGTNKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCAL
WYSNYWVFGGGTKVTVLG sekansini iceren bir hafif zincir
dedisken bolge, ve
EVQLQQASGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGK
SLEWIGYINPKNGVIYYNQKFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSE
DSAVYYCATALTYWGQGTLVTVSA sekansini igeren bir agir zincir
degdisken bolge;

ya da

(g) DWMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRP

GQSPRRLIYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGY
YYCVQGTHFPYTFGGGTKLEIK sekansini igeren bir hafif zincir
degisken bolge, ve
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGL
KWMGWINTSSGVPTYADDFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKSED
TATYFCARPEVAYWGQGTLVTVSA sekansini iceren bir adir zincir
dedisken bolge.

4. Onceki istemlerden herhangi birinin antikor ya da bunun antijen baglayici

parcasi olup, ozelligi; icerisinde:

(a) antikor veya bunun antijen baglayici parcasinin, saglam bir antikoru

icerir ya da bundan olusmasi;

(b} antikor ya da bunun antijen baglayici pargasinin, asagidakilerden

olusan gruptan secilen bir antijen baglayici parca icermesi ya da
bunlardan olugmasi: bir Fv pargasi, Ornek olarak bir tek zincirli Fv
pargasi va da bir disulfur bagli Fv pargasi; bir Fab pargasi; ve bir
Fab benzeri pargasi, ornek olarak bir Fab' parcasi ya da bir F(ab)2

parcasl;

(c) antikor ya da bunun antijen baglayici parcasinin bir IgG1, 1gG2,

lgG3 ya da IgG4 olmasidir.

5. Bir polinukleotit olup, ®zelligi; Istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi birine
gore bir antikor ya da bunun bir antijen baglayici parcasini kodlamasidir.
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. Bir bilesik olup, ozelligi; istemler 1 ila 4 arasindakilerin herhangi birine gore

bir antikor ya da bunun antijen badlayici pargasini ve ilave olarak bir kisim,
ornek olarak bir kolayca tespit edilebilir kismi, ve/ veya bir dogrudan dogruya

ya da dolayl olarak sitotoksik olan kismi icermesidir.

. Bir farmasbotik bilesim/ formul olup, Istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi

birine gore bir antikor ya da bunun antijen baglayici parcasini, ya da istem 5e
gore bir polinuikleotidi, ya da Istem 6'ya gore bir bilesigi, bir farmasotik olarak
kabul edilebilir ara madde, yardimcr madde, seyreltici ya da tastyiciya sahip
olan, istege badll olarak ilave olarak bir ya da daha fazla ilave aktif icerik
maddesi igceren bir kansim igerisinde icermekte olup, tercihen ozelligi;
igerisinde bilesimin/ formulun bir hastaya intravendz, intramuskuler, ya da deri

alti verme igin formule edilmis olmasidir.

. Pargalann bir kiti olup, ozelligi; istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi

birine gore bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasini, ya da Istem 5e
gore bir polinukleotidi, ya da Istem 6’ya gore bir bilesigi; ve bir ilave maddeyi

icermesidir.

. Istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi birine gore bir antikor ya da bunun

antijen baglayici parca, ya da Istem 5e gore bir polinukleotit, ya da istem 6'ya

gore bir bilesik olup, 0zelligi; bir ilag icerisinde kullanim icin olmasidir.

10.Istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi birine gore bir antikor ya da bunun

antijen baglayici parga, ya da istem 5e gore bir polinukleotit, ya da istem 6'ya
gore bir bilesik olup, ozelligi; Colyak hastaligi, anormal yara iyilesmesi,
skarlasma, hipertrofik skarlar, okuler skarlasma, inflamatuvar bagirsak
hastaligi, makuler dejenerasyon, sedef hastaligi, fibroz ile ilgili hastaliklar
(ornek olarak, karaciger fibrozu,, interstisyel akciger hastaligi ve fibrotik
akciger hastaligr gibi pulmoner fibrozis, akciger fibrozisi, miyelofibroz,
glomeruloskleroz ve tubulcinterstisyel fibrozis gibi bobrek fibrozu),
ateroskleroz, restenoz, inflamatuvar hastalklar, oto immun hastaliklar,
norodejeneratif/ norolojik hastaliklar (ornek olarak Huntington hastahgi,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastahgi, poliglutamin hastaligi, spinobuler
muskuler atropi, dentatorubral pallidoluysian atrofisi, spinoserebellar ataksi
1,2, 3, 6, 7 ve 12, rubropallidal atrofi, spinocerebellar palsi) , Li-Fraumeni
sendromunda glioblastom ve sporadik glioblastom gibi blastomlar, malign

melanom, pankreatik duktal adenokarsinomas, miyeloid |6semi, akut miyeloid
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losemi, miyelodisplastik sendrom, miyeloproliferatif sendrom, jinekolojik
kanser, Kaposi sarkomu, Hansen hastalhd: ve/ veya kollajen kolitin, tedavisi
vel veya teshis edilmesinde kullanim icin olmasidir.
11.TG2 enzim aktivitesini azaltmak ya da inhibe etmek igin bir in vitro metot olup,
5 ozelligi; metodun istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi birine gore bir
antikor ya da bunun antijen baglayici parcasini, ya da istem 5e gore bir
polinUkleotidi, ya da istem 6'ya gore bir bilesigi, TG2 iceren bir numuneye,
ornek olarak TG2 igeren bir doku ya da hiucre numunesine uygulamak igin
olmasidir.
10 12.istemler 1 ila 4 arasindakilerden herhangi birine gore bir antikor ya da bunun
antijen baglayici pargasini, ya da Istem 6'ya gore bir bilesigi Uretmek igin bir
metot olup, dzelligi; metodun Istem 5°e gore bir poliniikleotidi eksprese etmeyi

icermesidir.
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TARIFNAME
ANTI-TRANSGLUTAMINAZ 2 ANTIKORLARI

Mevcut bulus, TGZ2 inhibitdrleri ve bu nevi inhibitorleri saglama ve kullanma metotlar
ile ilgilidir.

Transglutaminaz tip 2 (TG2; ayni zamanda doku transglutaminaz, tTg olarak da
bilinir), kan pihtilasmasi igin kritik olan Faktor Xllla'yi ve bunun yani sira
keratinositlerin terminal farkhlagsmasinda rol oynayan Keratinosit Transglutaminaz
(TG1) ve Epidermal Transglutaminaz (TGI) ve Epidermal Transglutaminaz (TG1)"
iceren daha genis 9 uyeli transglutaminaz ailesinin bir parcasidir. Buna ilave olarak,
bugune kadar kesin bir rolun belirlenemedigi 4 ila 7 arasindaki TG tipleri gibi baska

TG ailesi uyeleri de mevcuttur.

TG2, temel olarak g(y-glutamil) lizin izo-dipeptit baglarinin olusumunu katalize ederek
protein capraz badlayan bir enzim olarak islev gorur. TG2'nin yuksek ekspresyonu,
cesitli doku skarlari, gesitli beyin hastaliklarinda noérofibriler yumak olugsumu ve bazi
kanserlerde kemoterapiye direng gibi gesitli patolojiler ile iliskili olan anormal protein
capraz baglanmasina yol acar. TG2 aynm zamanda proteinleri deamide etme
yetenedine sahiptir. TG2 gliadini deamide eder ve TG2/ Gliadin kompleksi colyak
hastali§inda birincil otoantijendir. ilave olarak, TG2 bir GTP baglanma fonksiyonuna
sahiptir ve bu bir patolojik rol ile baglantili olmamasina ragmen, bir GTPaz olarak
islev gorebilir.

Yukseltiimig TG2 aktivitesi temel olarak karaciger [2], pulmoner [3], kalp [4] ve bobrek
fibrozuna [5] ve bunun yaninda ateroskleroza [6] yol agan anormal yara iyilesmesi [1]
ile iliskilidir. Skarlagsma ve fibroz sureci, arttirlmis olan sentez ile ve en onemlisi,
TG2'nin interstisyel bosluga arttinlmis olan ihraci ile bagdlantihdir. Hucre disina
ciktiktan sonra, TG2 fibronektin ve kollajen gibi huicre disi matriks (ECM) proteinlerini
bir €(y-glutamil) lizin di-peptit badi [8] ekleyerek capraz baglayabilir. Calismalar
bunun mevcut ECM bilesenlerinin birikimini hizlandirabilecedini, ayn1 zamanda matris
metaloproteinaz (MMP) sistemi tarafindan proteolitik klirense kars! direng sagladi§ini
gostermistir [9, 10]. Birlikte ele alindiginda, bu ECM proteinlerinin birikmesine ve
dolayisi ile de yara dokusu olusmasina neden olur [9].llave olarak, TG2, skarlasma

isleminde [11] latent TGF-B'nin aktivasyonunda ortaya gikan bir role sahiptir ve ayrica
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interlokin-6  [12] ve tumdr nekroz faktdoru-a aktivasyon vyolar [13] ile de
iligkilendirilmigtir.

TG2'nin in vitro inhibisyonu, hucre disi matris seviyelerini dusurur [14], TG2 nakavt
farelerden turetilen hucreler daha dusuk olgun ECM seviyelerine sahiptir [9]. Pan TG
inhibitdérlerinin - kronik  bdbrek hastaligi  modellerinde in  vivo uygulamasi
glomeruloskleroz ve tubulointerstisyel fibrozisin boébrek fonksiyonlarini koruyarak
gelisimini azaltir [15, 16]. Tek tarafli Ureter ttkanmasina maruz kalan TG2 nakavt

farede de benzer faydalar gorulmektedir [17].

Beynin dejeneratif bolgesinde, proteinlerin TG2'nin olusumunda rol oynadigi protein
agregalarinin varlidi ile karakterize edilen ¢cok sayida norodejeneratif hastalik vardir.
En iyi karakterize edilen Huntington hastaligindadir. Huntington proteini (htt), N
terminal etki alaninda genigletiimis olan poliglutamin tekrarlar igerir. Vahsi tip htt,
35'ten daha az ardisik glutamini igerirken, hastalik ile ilgili olan btt, tipik olarak
mukemmel bir TG2 substrati yapan, 40 ardisik glutamine sahiptir. Daha sonra,
gozunmez olan agregalar Huntington hastahdr hastalarinin striyatum ve korteksinde
olusturulur. Agregalarin frekansi, hastaligin ciddiyeti ile iyi koreledir.

Alzheimer hastaligi, toplanmig olan amiloyit B proteininin ve tau proteininin yuksek
oranda fosforlanmig bir halini iceren hucre ici norofibriler yumaklardan olusmus olan
hiicre disi senil plaklarin varhdinin tipik bir érnegidir. Bu plaklar, buyuk miktarda e(y-

glutamil) lizin izo-dipeptit bagdi icerir.

Son olarak, Parkinson hastaliginin bir ozelligi, yine g(y-glutamil) lizin izo-dipeptit
baglari iceren etkilenen noronlarin sitoplazmasinda Lewy govdeleri adi verilen alfa-
sinuklein agregalarinin varh@idir. Yukarida sozu edilen proteinlerin tumu, in vitro
olarak TG2'nin iyi substratlaridir. llave olarak, beynin etkilenen bolgesi, ayn
hastalarda beynin etkilenmemis bolgelerine gore daha yiksek seviyelerde TG2
proteini icerir. Hastalikla ilgili toplanmig olan proteinler igcin TG2 substrat dozgullugu ve
artan TG2 ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyon, her hastalikta enzimatik

olarak aktif TG2 i¢in bir rol oldugunu gosterir.

TG inhibitorlerinin, nérodejeneratif hastaliklarin goklu biyolojik modellerinde terapotik
etkiler gosterdigi gosterilmistir. COS-7 hucrelerini alfa sinuklein ve TG2 ile ayni anda
transfekte eden Parkinson hastaliinin bir hucre kulturu modelinde, Parkinson

hastaligindaki Lewy cisimlerini animsatan kovalent sinuklein agregalan, C277S
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agrega olusumunu indukleme konusunda basarisiz olan TG2 mutantinin inaktive
ettigi icin, enzimatik olarak aktif TG2'ye neden olur ve buna bagimhidir. Bu transfekte
edilmis olan hucrelerin sistamin ile islenmesi, alfa sinuklein agregalarinin miktarinin
yani sira agregalar iceren hucrelerin yuzdesini de onemli olgcude azaltmistir. Normal
uzunlukta ve genisletiimis olan poliglutamin tekrarli proteinler, Huntington hastahg:
gibi genisletilmis olan CAG hastaliklarini temsil eden proteinleri tekrar eden, hucre
hatlarina transfekte edilmis olan ve agregalar olusturdugu gosterilen iki baska rapor
daha vardir. Bu hucre cizgilerinin TG rekabetgi inhibitor monodansilkadaverin ile
islenmesi, nukleer parcalanmada bir azalmaya yol agarken, sistamin ile isleme tabi
tutma hem nukleer pargalanmada bir azalmaya hem de protein agrega olusumunda
bir azalmaya yol agmistir. Pan TG inhibitdrunuin bir 6rnegi, Zedira GmbH'den temin
edilebilen ve NTU283 ya da r283 olarak bircok yayinda belirtilen 1,3-Dimetil-2 -[(2-

okso-propil)tiyo] imidazolyum klorurdur.

Sistamin, Huntington hastah@inin fare modellerinde dozlandi§i zaman in vivo faydali
bir terapotik etkiye sahiptir. Sistamin ile dozlanan Huntington R6/2 fareleri,
ivilestiriimis olan motor fonksiyonlarina, daha az adir kilo kaybina ve tedavi
edilmeyen kontrollere kiyasla hayatta kalmada artis gostermislerdir. Onemli olarak,
beyin homojenatlarindaki ex vivo TG2 aktivitesi, enjeksiyondan en az 60 dakika
sonra sistamin ile dozajdan sonra duguk olmustur. Huntington hastahginin farkl bir
fare modelinde, YAC128 susu, sistamin, striatal atrofi seviyesini azaltabilmistir, ancak
hayvan agirhgini ya da motor fonksiyonunu iyilestirememistir, ancak sistaminin
hiicresel ve doku seviyesinde yararli bir etkisi oldugunu gostermistir ancak hastahk

semptomlarinda etki gosterememistir.

Sistaminin  Huntington fareleri Uzerindeki faydal terapotik etkisinin, TG2
inhibisyonundan bagimsiz olduguna dair en inandirici kanit, TG2'nin yoklugunda
norodejenerasyona duyarli bir tur olusturmak igin R6/2 Huntington faresini TG2
nakavt faresi ile caprazlamaktan gecmistir. R6/2 TG2 fareleri, sistamin ile isleme
tabi tutuldugu zaman, gelistirilmis motor fonksiyonu ve artan omru, sistamin ile tedavi
edilen R6/2 TG2** farelerinde gorulen iyilesmeden istatistiksel olarak farkl
olmamigtir. Ek olarak, R6/1 ve R6/2 TG2'" fareler, bu modellerde TG2
transamidasyon aktivitesinden bagimsiz olarak protein toplanmasi mekanizmasini
dusunduren R6/1 ve R6/2 TG2** farelerine kiyas ile artan noronal protein agrega
seviyelerine sahiptir. Bununla birlikte, R6/2 TG2" farelerin, motor disfonksiyonunun
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baslangicinda bir gecikme gosterdigi ve R6/2 TG2** farelerine kiyas ile arttinlmig
olan hayatta kalhmlan, TG2 igin, R6/2 modeli icerisinde nodrodejenerasyonun

patojenezi icerisinde bir rolu belirttigi dikkat cekicidir.

TG2 ayni zamanda Bati Avrupardaki 100 kisiden 1'ini etkileyen colyak hastahginin da
agir bir sekilde kapsamindadir. Colyak lafi, bugday, arpa ve cavdarda bulunan
prolaminler adi verilen bir protein sinifinin neden oldudu ince bagirsagin T hucre
aracili inflamatuvar bir bozuklugudur. Bu proteinlerin yuksek prolin ve glutamin
icerigi, onlan sindirim sirasinda dogdal mide, pankreas ve bagirsak proteazlarina ve
peptidazlara karsi direngli kilar. Elde edilen peptit parcalan ince bagirsakta
sindiriimemis olarak kalir ve intestinal lamina propiaya erisim saglar, burada TG2 ile
modifikasyondan sonra, intestinal yapinin inflamasyonuna ve tahrip olmasina neden
olan bir T hucre aracih immun tepkiyi uyarabilirler. Intestinal TG2, prolamin
peptidlerindeki spesifik glutamin kalintilarini, glutamat kalintilarini  deamide
eder.HLA-DQZ2/8 bireylerinde, bu modifiye peptitler, simif 1l MHC molekulleri
tarafindan karsihk gelen otoreaktif T hucrelerine sunulur. Prolaminler yuksek
glutamin icerigine sahip olmasina ragmen (yaklasik olarak % 30 ila 35 arasinda), bu
glutamin kalintilarinin sadece birkaci insan TG2'sini hedef almaktadir. TG2 ile igleme
tabi tutulmus olan prolaminlerin TG2 substrat ozgullugu, DQ2 badlanma benzesimi
ve T hucresi uyarici potansiyeli arasindaki mukemmel bir korelasyon, peptid
deamidasyonuna TG2 tarafindan aracilik edildigini ve hastahidin ciddiyetinin
belirlenmesinde onemli bir rol oynadigini gosterir. ilave olarak, ¢olyak hastalan TG2
gliadin komplekslerine karsgi bir otoantikor yaniti uretir. Bu anti TG2 antikorlan, hem
hucre digi TG2 ile birlikte lokalize olduklan gosterilmis olan ince bagirsakta, hem de

bir teshis hastalidi isaretleyicisi olarak kullanildid1 kanda bulunur.

Colyak hastaliginin hayvan modellerinin olmamasina ragmen, ex vivo deneyler TG2
inhibisyonunun ¢dlyak sprueya sahip olan hastalara fayda saglama potansiyeline
sahip oldugunu gostermektedir. Colyak hastasi ince badirsak biyopsilerini ya TG2 ile
isleme tabi tutulmus olan (deamide edilmis olan) ya da TG2 ile isleme tabi
tutulmamis olan (deamide edilmemis olan) gluten dijestleri ile kulturleme, her iki
durumda da deamide edilmemisg olan gluten peptitlerinin yerine deamide edilmis olan
gluten peptitlerini tercihli olarak taniyan hasta T hucresi hatlarinin uretilmesi ile
sonuclanmigtir. Ayni zamanda, sistamin ile ¢olyak biyopsileri icerisinde endojen
TG2'nin aktivitesini bloke edilmesi sureti ile, sonugta ortaya ¢ikan T hicre hatlarinin
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yarisindan fazlasi, sistamin ile igleme tabi tutulmamis olan kontrollere kiyas ile
proliferatif tepkileri azaltmistir. Hucre hatlari, deamide edilmemis olan dijestlere iyi bir
sekilde tepki vermemistir. Bu sonuglar, ¢olyak intestinal biyopsileri icerisindeki
glutene kargi tepki veren T hucresi populasyonunun dogal olarak, deamide
edilmemis olan peptitlerin aksine, deamide edilmis colan gluten peptitlerini tanimaya
dogru yonlendirilmis oldudunu, bu biyopsiler igerisindeki endojen TG2 aktivitesinin
dodal halinde gluten peptit deamidasyonu ile sonuglanabilecedini ve colyak
biyopsilerinin TG2 inhibitorleri ile isleme tabi tutmanin glutene kars) tepki veren T

hiucrelerinin prolifetatif yanitini azaltabilecegini gostermektedir.

Bir baska ¢alisma, pan TG inhibitoru 2-[(2-oksopropil) tiyo] imidazolyum
inhibitérunun, hem ¢oélyak sprue hastalarindan hem de kontrollerden alinan ince doku
kesitlerinde gluten peptidlerinin  endojen proteinlere dogdal halinde ¢apraz
baglanmasini onleyebildigini gostermistir. Daha da onemlisi, yazarlar, saglam c¢olyak
ince intestinal biyopsilerinin 2-[(2-oksopropilitiyo] imidazolyum ile inkubasyonunun,
immuno dominant bir gluten peptidinin deamide edilmemis olan formu tarafindan
induklenen T hucre aktivasyonunu onledigini gostermislerdir. Buna karsihk, TG
inhibisyonu, biyopsiler ayni peptidin deamide edilmis olan versiyonu ile inkube
edildigi zaman, T hucre aktivasyonunu kontrol etmede etkisiz olmustur. Bu sonuclar,
golyak hasta biyopsilerinde endojen TG2'nin inhibe edilmesinin gluten peptit
deamidasyonunu Onleyebilecegini ve dolayist ile T hucre aktivasyonunu
azaltabildigini gostermektedir.

Cok sayida gozlem, TG2'nin belirli kanser turlerinin gelisiminde rol oynadigi
hipotezini desteklemektedir. Cok sayida g¢alisma, TG2 proteininin, gliyoblastomlar,
malign melanomlar ve pankreas duktal adenokarsinomlar gibi kanserlerdeki saglikli
dokuya gore kanserli dokuda upregule edildigini gostermistir. Belirli hiicre tiplerinde,
TG2 protein ekspresyon seviyelerinin siRNA asagi regulasyonu sirasinda ya da TG’
inhibitorleri ile isleme tabi tutulmanin bu hucreleri apoptoza sentezlemesi sirasinda,
TG2'nin  hucreler Uzerinde anti apoptotik etkiler uyguladidi gosterilirken,
kemoterapotik direng ile TG2 ekspresyon seviyelerine sahip bazi kanserlerin
metastatik potansiyeli arasinda pozitif bir korelasyon oldudu gosterilmistir. Ote
yandan, ayni zamanda bazi kanser turlerinde TG2 ekspresyonunun asagi
regulasyonunun da raporlari mevcuttur [18].Son zamanlarda, TG2'nin yuksek

metastatik kanser hucrelerinde asagi regule edilmis bir protein olan GPR56 igin bir
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badlanma ortadi oldugu, bunun da TG2'nin GPR56 ile etkilesimi sayesinde bir tumor

bastirici protein olarak hareket edebilecedi anlamina geldigi gosterilmistir;

Guncel transglutaminaz inhibitorleri 3 ana sinifa ayrilir:1) Dogdal amin substratlari ile
rekabet eden rekabetci amin inhibitorleri (6rnek olarak, sistamin ve spermin); 2) GTP
ve bir tiyeno[2,3-d] pirimidin-4-on asilhidrazit omurgasi ile yeni kesfedilen bir bilesik
sinift gibi geri donusumlu allosterik inhibitorleri; ve 3) 2-[(2-oksopropil) tiyo]
imidazolyum turevleri (asetilat aktif site sistein), 3-halo-4,5-dihidroisoksazoller (aktif
bolgede stabil bir iminotioeter olusturur) ve karbbenziloksi-L-glutaminil iceren geri

donusumsuz inhibitorler eklenen ¢esitli reaktif kisimlara sahip glisin analoglari.

Cogu yukaridaki deney sistemlerinde kullaniimis ve faydali sonuclar gostermistir.
Bununla birlikte, bu inhibitorlerin hicbiri, hepsi transglutaminaz ailesi katalitik
gekirdegindeki korunmusg katalitik triadi hedef aldiklari igin, TG izoform ozgullugu
gbstermez. Sonug olarak, tumu, potansiyel olarak, beklenebilecek yan etkiler nedeni
ile insan hastaliklarinda etkili bir sekilde onleyen Faktor Xllla, TGl ve TG3'un birlikte

inhibe edilmesinin dezavantajina sahiptir.

WO 2006/100679, yuksek anti TG2 antikor titreleri olan ug¢ yetiskin ¢dlyak
hastasindan toplanan orneklerden rekombinant teknoloji ile Uretilen spesifik bir anti

TG2 antikorunu tarif eder.

CUB7402 (abh2388), Abcam Lai et al., 2007'den ticari olarak temin edilebilen bir
antikordur; FASEB 21(14).4131-4143, insan Iokositlerinde, vaskuler duz kaslarda ve
endotel hucrelerinde iki alternatif GTP bagimsiz alternatif olarak eklenmis doku

transglutaminaz formunun tanimlanmasini tarif eder.

WO 2010/113025, transglutaminaz ailesinin proteinleri Uzerinde bulunan ana ¢olyak
epitopunu kullanan baglanma tahlilleri ile gluten ile induklenen oto immun

hastaliklarin secici olarak teshis edilmesini tarif eder.

WO 02/068616, transglutaminaz 6'yi, oto immun hastaliklarin bir teshis gostergesi
olarak tarif eder.

Di Niro et ai, 2007; BMC Biotechnology 7(46): 1-10, hayvan modellerinde insan oto
immun hastaliklarinin in vivo galismasi icin minik antikorlarin yapisini tarif eder.

WO 2010/116196, transglutaminaz ailesinin proteinleri Uzerinde bulunan ana ¢olyak

epitopunu  kullanan baglanma tahlilleri ile gluten ile induklenen oto immun
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hastaliklarin secici olarak teshis edilmesini tarif eder. WO 2010/116196 ayni
zamanda, ¢olyak oto antikorlarinin terapotik bilesikler tarafindan baglanmasini inhibe

ederek gluten kaynakh oto immun hastaliklarin tedavisini de tarif eder.

TG2'nin sayisiz hastalik durumu ile iligkilendiriimesi ve spesifik olmayan inhibitorlerin
zorlayici verileri goz onune alindiginda, minimum secici olmayan etkilere sahip,
yuksek duzeyde secici olan ve yuksek etkili TG2 inhibitorlerine ihtiyac vardir.

Daha once yayinlanmig bir belgenin bu sarthamede listelenmesi ya da tartigsiimasi,
belgenin son teknolojinin bir parcasi oldudu ya da genel genel bilgi oldugu yonlunde

bir onay olarak alinmamalidir.
BULUSUN OZETI

Mevcut bulusg, transglutaminaz tip 2'nin (TG2) ¢ekirdek bolgesi icindeki bir epitopa
secici olarak baglanan ve insan TG2'nin lizin ve glutamin ile Ne(y-glutamil) lizin
izopeptit ile capraz baglanmasini onleyen bir antikor ya da bunun bir antijen baglayici
fragmani saglamakta olup, igerisinde antikor ya da bunun antijen baglayici

parcasinin asagidaki amino asit sekanslarini icerir:

() KASQDINSYLT (LCDR1);
LVNRLVD (LCDR2);
LQYDDFPYT (LCDR3);
THAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); ve
LISTY (HCDR3); ya da

(i) KASQDINSYLT (LCDR1):
LTNRLMD (LCDR2);
LQYVDFPYT (LCDR3);
SSAMS (HCDR1);
TISSGGRSTYYPDSVKG (HCDR2); ve
LISPY (HCDR3); ya da

(i) KASQDINSYLT (LCDR1);
RTNRLFD (LCDR2);
LQYDDFPYT (LCDR3);
SSAMS (HCDR1);
TISVGGGKTYYPDSVKG (HCDR2); ve
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LISLY (HCDR3).

Bir yapilanmada, mevcut bulusun antikoru ya da bunun antijen baglayici pargasi

asagidakilere sahiptir:

(i) DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLVNRL
VDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTK
VEIK sekansini igeren bir hafif zincir dedisken bodlge ve
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWY
ATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYFCAR
LISTYWGQGTLVTVSS sekansini iceren bir adir zincir degigken bolge; ya
da

(i) DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLTNR
LMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGT
KVEIK sekansini  igeren hir hafif zincir dedisken bolge, ve
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWY
ATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KLISPYWGQGTLVTVSS sekansini iceren bir agir zincir degisken bolge;
ya da

(iii) (iii)
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGG
GTKLEIK ya da
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYR
TNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQ
GTKVEIK sekansini iceren bir hafif zincir degisken bolge, ve
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEW
VSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KLISLYWGQGTLVTVSS sekansini iceren bir adir zincir degisken bdlge.

Mevcut bulus ayni zamanda, transglutaminaz tip 2'nin (TG2) gekirdek bolgesi icindeki
bir epitopa secici olarak baglanan ve insan TG2'nin lizin ve glutamin ile Ne(y-glutamil)
lizin izopeptit ile capraz baglanmasini onleyen bir antikor ya da bunun bir antijen

badlayici fragmani saglamaktadir, agsadidakilere sahiptir:

(a) DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIEHINGNTYLEWYLQKPGQSPKFLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLRISRVEAEDLGIYYCFQGSHVPFTFGG
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GTKLEIK sekansini igeren bir hafif zincir dedisken bolge, ve
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTSYVMHWVKQKSGQGLEWIG
YINPYNDGAKYNEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSS
DYWGQGTTLTVSS sekansini igceren bir agir zincir degisken bolge; ya da

(b) DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLL
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVGAEDLGVYYCLQVSHVPFTFG
SGTKLEIK sekansini iceren bir hafif zincir degisken bolge, ve
EVQLQQASGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGQGLEWIGF
INPYNDGTKYNEKFKGKATLTSDKASTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARFSSG
YWGQGTTLTVSS sekansini igeren bir agir zincir degisken bolge; ya da

(c) DVLMTQNPLSLPVSLGDQASISCRSSRSIEHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKFL
IYKVSRFSGVYPDRFSGSGSGTDFTLRISSVEAEDLGVYYCFQGSHVPFTFGG
GTKLEIK sekansini  igeren bir hafif zincir dedisken bolge, ve
EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCRASGYTFTTYVIHWVKQKPGQGLEWIGYI
NPYNDGARYNEKFKGKATLTSDKSSTTAYMELSSLTSEDSAVYYCARLSSD
YWGQGTTLTVSS sekansini iceren bir agir zincir degisken bbdlge; ya da

(d)} QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSN
LASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKL
ELK sekansint  iceren bir hafif zincir degisken bolge, ve
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLA
HIYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTA
PFAFWGQGTLVTVSA sekansini iceren bir agir zincir degisken bolge; ya da

(e} QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSN
LASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKL
ELK sekansini  igeren bir hafif zincir degisken bolge, ve
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLA
HIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTA
PFAYWGQGTLVTVSA sekansini iceren bir adir zincir degisken bdlge; ya da

(f) QAWTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVAANNYANWIQEKPDHLFTGLIAGT
NKRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYSNYWVFGGGTK
VTVLG sekansini  igeren bir hafif zincir degisken bolge, ve
EVQLQQASGPELVKPGASVKMSCKASGYRFTDYNMHWVKQNLGKSLEWIGY
INPKNGVIYYNQKFKGKATLTVNRSSNTAYMEIRSLTSEDSAVYYCATALTYW
GQGTLVTVSA sekansini igeren bir agir zincir degigken bolge; ya da
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(g) DWMTQTPLTLSVTFGQPASISCKSSQSLLYDNGKTYLHWLFQRPGQSPRRL
IYLVSKLDSGVPDRFTGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCVQGTHFPYTFG
GGTKLEIK sekansini  iceren bir hafif zincir degisken bolge, ve
QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTTYGMTWVKQAPGKGLKWMGWI
NTSSGVPTYADDFKGRFAFSLETSASTAYLQINNLKSEDTATYFCARPEVAY
WGQGTLVTVSA sekansini iceren bir agir zincir degisken bolge.

Bir yapilanmada, (a) antikor veya bunun antijen baglayici parcasi, saglam bir
antikoru igerir ya da bundan olusur; (b) antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi,
asagidakilerden olusan gruptan secilen bir antijen baglayici pargca igerir ya da
bunlardan olusur: bir Fv parcasi, ornek olarak bir tek zincirli Fv pargasi ya da bir
disulfur bagh Fv parcasi; bir Fab pargasi; ve bir Fab benzeri pargasi, dornek olarak bir
Fab' pargcasi ya da bir F(ab)2 pargasi; (c) antikor ya da bunun antijen baglayici
parcasi bir 1IgG1, 1gG2, IgG3 ya da IgG4'tur; ve/ veya (d) antikor ya da bunun antijen
baglayici fragmani, TG1, TG3, TG13 ve/ veya TG7 aktivitesini inhibe etmez.

Mevcut bulus ayni zamanda, mevcut bulusun bir antikorunu ya da bunun bir antijen

baglayici parcasini kodlayan bir polinukleotit saglar.

ilave olarak, mevcut bulus, bulusa ait bir antikoru ya da bunun antijen baglayic bir
parcasini ve bir ilave parcayl, ornek olarak kolay bir sekilde tespit edilebilir olan bir
parcayl, ve/ veya dogrudan dogruya ya da dolayh olarak sitotoksik pargcay iceren bir
bilesik saglar.

Mevcut bulus ayni zamanda, bir farmasotik olarak kabul edilebilir olan ara madde,
yardimci madde, seyreltici ya da tasiyiciya sahip olan bir kansim igerisinde mevcut
bulugun bir antikorunu ya da bunun antijen baglayici parcasini, ya da mevcut
bulusun polinukleotidini, ya da mevcut bulusun bir bilesigini, istege bagh olarak bir ya
da daha fazla ilave aktif malzeme igceren bir farmasoétik bilesim/ formul saglamakta
olup, icerisinde bilesim/ formul damar ici, kas i¢i ya da deri altindan bir hastaya

verilmek igin formule edilmistir.

Mevcut bulus ayni zamanda, mevcut bulusun bir antikorunu ya da bunun antijen
baglayici bir pargasini ya da mevcut bulusa ait bir polinukleotidi ya da mevcut bulusa

ait bir bilesigi ve bir ilave maddeyi igeren pargalarin bir kitini saglar.
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Mevcut bulug ayni zamanda, tipta kullanim icin mevcut bulusa ait bir antikor ya da
bunun antijen baglayici pargcasini ya da mevcut bulusa ait bir polinukleotid ya da

mevcut bulusa ait bir bilesik sunar.

llave olarak, mevcut bulus, Colyak hastaligi, anormal yara iyilesmesi, skarlasma,
hipertrofik skarlar, okuler skarlasma, inflamatuvar bagirsak hastalid, makuler
dejenerasyon, sedef hastali§i, fibroz ile ilgili hastaliklar (6rnek olarak, karaciger
fibrozu,, interstisyel akciger hastaligi ve fibrotik akciger hastaligi gibi pulmoner
fibrozis, akcider fibrozisi, miyelofibroz, glomeruloskleroz ve tubulointerstisyel fibrozis
gibi bobrek fibrozu), ateroskleroz, restenoz, inflamatuvar hastaliklar, oto immun
hastaliklar, norodejeneratif/ norolojik hastaliklar (ornek olarak Huntington hastaligi,
Alzheimer hastalidi, Parkinson hastaligi, poliglutamin hastalgi, spinobuler muskuler
atropi, dentatorubral pallidoluysian atrofisi, spinoserebellar ataksi 1,2, 3, 6, 7 ve 12,
rubropallidal atrofi, spinocerebellar palsi) , Li-Fraumeni sendromunda glioblastom ve
sporadik glioblastom gibi blastomlar, malign melanom, pankreatik duktal
adenokarsinomas, miyeloid Idsemi, akut miyeloid losemi, miyelodisplastik sendrom,
miyeloproliferatif sendrom, jinekolojik kanser, Kaposi sarkomu, Hansen hastaligi ve/
veya kollajen kolitin, tedavisi ve/ veya teshis edilmesinde kullanim icin, mevcut
bulusun bir antikorunu ya da bunun antilen baglayici parcasini, ya da mevcut

bulusun bir polintikleotidini, ya da mevcut bulusun bir bilesigini sadlar.

Mevcut bulug ayni zamanda, TG2 enzim aktivitesini azaltmak ya da inhibe etmek igin
in vitro bir metot saglamakta olup, metot mevcut bulugsa gore bir antikorun ya da
bunun antijen baglayici pargasinin, ya da mevcut bulusun bir polinukleotidinin, ya da
mevcut bulusun bir bilesiginin TG2 iceren bir numuneye, o6rnek olarak TG2 iceren bir

doku ya da hucre numunesine verilmesini icermektedir.

Mevcut bulus ayni zamanda, mevcut bulusun bir antikorunu ya da bunun antijen
baglayici bir pargcasini ya da mevcut bulusa ait bir bilesidi uretmek icin bir metot
saglamakta olup, metot mevcut bulusun bir polinukleotidinin eksprese edilmesini
icerir.

DETAYLI ACIKLAMA

Mevcut agiklama, transglutaminaz tip 2'nin (TG2) cekirdek bolgesi icindeki bir epitopa

segici olarak baglanan bir antikor ya da bunun hir antijen baglayici parcasini saglar.
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Burada tarif edilen bir antikor ya da bunun antijen bagdlayici pargasinin, secici olarak,

insan TG2, sican TG2 vel/ veya fare TG2'nin

cekirdek bdlgesi icindeki bir epitopa

baglanabilecegi ongorulmektedir. TG2, insan TG2'si olabilir.

Insan, sican ve fare TG2'nin tam amino asit

dizileri, Genbank Erigim numaralan

NM_004613, NM_019386.2 ve NM_009373.3'te bulunabilir. Bu sekanslarnn kedlama

kismi asagidaki gibidir:
insan TG2 nukleotid sekansi:
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Insan TG2 Amino Asit sekansi:
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Sigan TG2 Amino Asit sekansi:
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Fare TG2 Nukleotid sekansi:
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Mevcut bulug sahipleri, fareleri insan TG2 cekirdeginin 143 ila 473 arasinda amino
asitlerini iceren bir rekombinant protein ile immunize ederek TG2'yve kargi antikorlar
gelistirmistir. Hibridom, TG2 &zgullugu ve klonlanan uygun herhangi bir aday ile
inhibisyon icin taranmistir. Etkinligi ve hedef epitopu hesaplamak i¢in IgG bunlardan
saflastinimistir ve bir insan TG2 kutuphanesinin faj gosterimi ile taranmas ile
haritalanmistir.

Bir rekombinant TG2 cekirdek proteini kullanillarak TG2'yve karsi antikor Uretmeye
yonelik mevcut yaklagsim daha once denenmemis ve sasirtici bir sekilde TG2 igin
oldukga segici olan ve guglu inhibe edici ozellikler sergileyen antikorlarin TG2'yve
izolasyonu ve karakterizasyonuna yol acmistir. Antikorlari TG2'ye yukseltmek igin
yapilan daha onceki girisimler, transglutaminaz ailesinin diger Uyeleri ile gapraz
reaksiyona giren ve bu neden ile klinik kullanim igin umut vaat eden antikorlan temsil
etmeyen nispeten segici olmayan antikorlarin izolasyonuna yol acmistir. Mevcut
bulusun antikorlari, diger taraftan, TG2 aktivitesinin agirlastirdigi va da aracilik ettigi
hastaliklar icin klinik deneyler icin umut verici adaylardir.

Mevcut uygulamadaki yaklasimin, daha onceden uretilmis olanlardan ¢ok daha etkili
antikorlarin uretilmesine yol acmasi sasirticidir. Cekirdek bolgeye immunize ederek,
TG2'nin etkili inhibitoru olan antikorlan yukseltmenin mumkun olacaginin bir garantisi
yoktu. Yukanda belirtildidi gibi, etkili inhibitor olan antikorlar, TG2'nin tipta etkin bir
sekilde kullanilmasi icin yeterince spesifik olmayabilir. Farkli bolgelere (ozellikle
TG2'min farkh transglutaminaz ailesi uUyeleri arasinda hafifce ayrilan cekirdegin
bélgelerine) karsi antikorlarin TG2'nin etkili ve segici inhibitdrleri olmasi sasirticidir.

Herhangi bir teoriye bagh kalmaksizin, sadece merkezi ¢ekirdedi kapsayan daha
kucuk bir proteine antikorlari yukseltmek sureti ile, sadece tam uzunluktaki protein
uzerinde mevcut olan tercih edilen immunolojik epitoplarin bir kismini ortadan
kaldirmakla kalmayip, ayni zamanda ¢ekirdek hedeflemesini zorladigimizi
dusunuyoruz. Bu sec¢im icin mevcut olan antikorlarin c¢esitliligini arttinyor gibi

gorunmektedir ve cekirdedin daha genis kapsamini sagdlamaktadir.

Sadece TG2 cekirdegi ile immunizasyon, enzimin uguncul yapisinin cogunu (ozellikle
iki karboksi terminal beta varil etki alanlan) cikanlmistir. Dogal olarak tam uzunluktaki
bir TG2 molekull iginde belki daha az elde edilebilen ya da immunojenik olabilen
epitoplarin bazilannin, burada agiklanan formatta cekirdek ile daha cekici epitoplar
olmasi mumkiindir. Burada tarif edilen antikorlar dogrusal epitoplan tanimigtir (yani
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bir indirgeyici SDS PAGE jeli uzerinde TG2'ye baglanmigtir), oysa daha once bir
immunojen olarak tam uzunlukta TG2 kullanilarak izole ettigimiz antikorlarin % 80'i
konformasyona bag@mliydi. Rekombinant cekirdek etki alanin enzim aktivitesini
korudugunu gosterebildik ve bu yuzden inhibitor antikorlarin izolasyonuna, aktif
bolgede ya da yakininda bulunan daha az elverisli epitoplarin maruz kalmasiyla
muhtemelen yardimcr olmustur. insan TG2've karsi inhibe edici antikorlarn,
rekombinant ¢cekirdek proteininin tam uzunluktaki protein ile ayni katlama ozelliklerini
gostermedidi goz onune alindidi zaman, cekirdek ile immunize edilerek yetistiriimesi

ilging ve sasirticidir.

TG katalitik cekirdegi, TG ailesinin Uyeleri arasinda ve turler arasinda buyik olgude
korunmaktadir. Bu, sadece spesifik kiglik moleklli inhibitorlerin degil ayni zamanda
antikor bazl inhibitorlerin  geligtiriimesinin  teknik agidan zor olabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, bu agiklama son derece segici olan antikorlar
saglar. Bunun mumkun olmasi, bazi heterojenligin oldugu TG2 katalitik etki alam
icerisinde bazi bolgeler oldugu gergegini yansitabilir. Mevcut antikorlar bu nedenle bu
kucuk farkliliklardan vyararlanabilir. Mevcut antikorlarin sasirtict  segiciligi, TG2
aktivitesine etkili bir sekilde mudahale edebilen terapétiklerin geligtiriimesini mumkun
kilabilir ve bu nedenle, hali hazirda tatmin edici bir terapotik segenegin bulunmadigi
TG2 aktivitesinin kotulestirdigi ya da neden oldugu kosullar igin potansiyel olarak

etkili tedaviler saglayabilir.

Kargilagtirma yolu ile, yuksek anti TG2 antikoruna sahip olan ug yetiskin ¢olyak
hastasindan alinan numunelerden rekombinant teknoloji ile uretilen WO
2006/100679'da aciklanan antikorlarin, mevcut bulus sahipleri tarafindan test
edildiginde dusuk etkili olduklar kanitlanmigtir (Ornek 2).Mevcut bulusa ait antikorlar,
TG2 icin segicilik ve onleyici aktivite acisindan WO 2006/100679'dakilere gore daha
ustun olmustur. Omek olarak, mevcut bulus sahipleri, mevcut bulusa ait antikorlar ile
ayni TGZ2 inhibisyon deneylerinde ayni  konsantrasyonda uygulanan WO
2006/100679 antikorunun bir Fab pargcasini uretmislerdir. Testlerdeki Fab pargasi
miktar, mevcut bulusa ait antikorlarinkinin molar olarak iki kat olmustur, ancak yine
de herhangi bir TG2 aktivitesinin inhibisyonunu gosterememistir. Tam boy WO
2006/100679 antikoru, standart putresin ekleme deneyimizde inhibisyon igin test
edildigi zaman, TG2 aktivitesinde herhangi bir inhibisyon bulunamamisgtir. Bu
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nedenle, mevcut bulusun metotlari ve bu metotlar ile uretilen antikorlar daha once

tarif edilenlerden daha ustundur.

"Antikor" ile, esas olarak saglam antikor molekullerini, bunun yanm sira kimerik
antikorlari, insanlastinlmis antikorlari, insan antikorlarini {(icerisinde en az bir amino
asit, dogal olarak olusan insan antikorlarina goére mutasyona ugramaktadir), tek
zincirli antikorlari, bispesifik antikorlari, antikor agir zincirlerini, antikor hafif zincirleri,
antikor adir ve/ veya hafif zincirlerinin homodimerleri ve heterodimerleri ve antijen

bagdlama parcalarini ve bunlarin turevlerini icermekteyiz.

Ayni zaman “antikor” ve “bunun antijen baglayici parcalar’” anlaminda antikorlarin ve
bunlarin antijen baglayici pargalarinin varyantlarini, fuzyonlarini ve turevlerini de
dahil etmekteyiz. "Antikor" terimi ayni zamanda IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE dahil olmak
uzere tum antikor siniflarini igerir. Bu nedenle, antikor bir 1gG1, 1gG2, 19G3 ya da
lgG4 molekult gibi bir 1gG molekulu olabilir. Tercihen, bulusa ait antikor bir IgG
molekulu ya da bunun bir antilen badlayici pargasi ya da varyanti, fuzyon ya da

turevidir. Daha tercihen, antikor bir IgG2 molekuludur.

Burada tarif edilen antikorlar, kompozisyonlar, kullammlar ve metotlar, tanimlanmis
olan antikorlarin varyantlarini, fuzyonlarini ve turevlerini ve bunlarnn varyantlarini,
fuzyonlarini ve turevlerinin, TG2 icin baglanma ozelligine sahip olmasi kosulu ile,
tammlanmig antikorlarin ve bunlarnn antijen baglayici pargalarinin bahse konu

varyantlarnni, fuzyonlarini ve turevlerini kapsar.

Antikorlar ve bunlarin antijen baglayici pargalarn, burada tanimlandidi sekli ile antikor
ve bunun antijen baglayici pargasinin polipeptit bileseni, varyantlan, fuzyonlari ve
turevlerinden bir ya da daha fazlasini icerdigi icin, rekombinant polinukleotitlerin
kullanilmasi sureti ile teknikte iyi bilinen protein muhendisligi ve alan hedefli
mutajenez metotlarinin kullanilmasi sureti ile yapilmis olabilir (bakiniz érnek olarak,
bakiniz Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 3rd edition, Sambrook & Russell,
2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press).

Bu nedenle, burada tanimlandigi sekli ile antikorun ya da bunun antijen baglayici
pargcasinin varyantlari, fuzyonlari ve turevleri, antikorun ya da bunun antijen baglayici

parcasinin polipeptit bilesenine dayanarak yapilabilir.

‘Fuzyeon” ile diger herhangi bir polipeptide kaynasmis olan bahse konu polipeptidi
dahil etmekteyiz. Ornek olarak, bahse konu polipeptit, bahse konu polipeptidin
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saflagtinnimasini kolaylastirmak i¢in glutatyon-S-tranferaz (GST) ya da protein A gibi
bir polipeptit ile kaynasabilir. Bu gibi fuzyonlarin ornekleri, teknikte uzman Kkisiler
tarafindan iyi bilinmektedir. Benzer sekilde, bahse konu polipeptit, His6 gibi bir oligo-
histidin etiketine ya da iyi bilinen Myc etiket epitopu gibi bir antikor tarafindan taninan
bir epitop ile birlestirilebilir. Bahse konu polipeptidin herhangi bir varyantina ya da
turevine fuzyonlar da dahil edilmistir. TG2 igcin badlanma ozgullugu gibi arzu edilen
ozellikleri koruyan fuzyonlarin (ya da bunlarin varyantlan ya da turevlerinin) tercih

edilecegi takdir edilecektir.

Fuzyon, bahse konu polipeptit Uzerinde arzu edilen bir 6zelligi veren bir baska kisim
igerebilir ya da bundan olusabilir; ornek olarak, kisim, polipeptidin saptanmasinda ya
da izole edilmesinde ya da polipeptidin hucresel olarak alimini tesvik etmede faydali
olabilir. Kisim, teknikte uzman kigilerce iyi bilinenlerin yani sira, ornek olarak, bir
biyotin kismi, bir radyoaktif kisim, bir floresan kismi, drnek olarak kuguk bir florofor ya
da bir yesil floresan proteini (GFP) florofor olabilir .Parga, teknikte uzman kigiler
tarafindan bilindigi gibi, bir Myc-etiketi gibi immunojenik bir etiket olabilir ya da
teknikte uzman Kkisiler tarafindan bilindigi gibi, polipeptidin hucresel alimini

destekleyebilen bir lipofilik molekul ya da polipeptit etki alani olabilir.

Bahse konu polipeptidin "varyantlan” ile bir polipeptide atifta bulunulmakta olup,
icerisinde bir ya da daha fazla konumda, bu nevi degisikliklerin, temel ozellikleri,
ornek olarak bagdlama ozellikleri 1sil kararhlik, belirli bir pH araliginda aktivite (pH
kararhligi) onemli dlgude degismemis olan bir protein ile sonuglanmasi kayd ile,
konservatif olan ya da konservatif olmayan, amino asit araya sokulmalari, silinmeleri,
ve/ veya ornatimlari mevcuttur. Bu baglamda "énemli olgude”, teknikte uzman bir
kisinin varyant oOzelliklerinin hala farkli olabileceg@ini soyleyebilecegi, ancak orijinal
proteinin 6zelliklerinden agikga anlasilmayacagi anlamina gelir. Bu nedenle, bu nevi
degisikliklerin bahse konu polipeptidin aktivitesinin buyuk olcude dedistirmedigi
durumlarda polipeptidin varyantlarini dahil etmekteyiz. Ozellikle, bu tur degisikliklerin
TG2 icin badlanma ozelligini onemli olgude degistirmedidi durumlarda polipeptit

varyantlanni dahil etmekteyiz.

"Konservatif ornatimlar” ile Gly, Ala; Val, lie, Leu; Asp, Glu; Asn, Gin; Ser, Thr; Lys,
Arg; ve Phe, Tyr gibileri kast edilmektedir.

Bu nevi varyantlar, protein muhendislii ve alan hedefli mutajenez metotlan

kullanilarak yapilabilir.
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Polipeptit varyanti, burada belirtilmis olan bir ya da daha fazla amino asit sekansi ile
en az % 75 ozdeslige sahip olan bir amino asit sekansina, 6érnek olarak en az % 80,
en az % 90, en az % 95, en az % 96, en az % 97, en az % 98 ya da en az % 99

0zdeslige sahip olan bir amino asit sekansina sahip olabilir.

Iki polipeptit arasindaki ylzde sekans ozdesligi, uygun bilgisayar programlari
kullanilarak, ornek olarak Wisconsin Universitesi Genetik Hesaplama Grubunun GAP
programi Kkullanilarak belirlenebilir ve yuzde ozdesliinin, sekanslari optimal bir

sekilde hizalanmis olan polipeptitler ile ilgili olarak hesaplandidi takdir edilecektir.

Hizalama alternatif olarak Clustal W programi kullanilarak da yapilabilir (Thompson
et at., 1994, Nucl. Acid Res. 22:4673-4680'de tarif edildigi gibi).

Kullanilan parametreler asagidaki gibi olabilir:

- Hizh ¢ift bazh hizalama parametreleri: K-tuple (kelime) buyuklugu; 1, pencere
boyutu; 5, bosluk cezasi; 3, ust kdsegenlerin sayisi; 5.Puanlama metodu:
yuzde x.

- Coklu hizalama parametreleri: bosluk agik ceza; 10, bosluk uzatma cezasi;
0.05.

- Puanlama matrisi: BLOSUM.

Alternatif olarak, BESTFIT programi da yerel sekans hizalamalarini belirlemek icin

kullanilabilir.

Bulugsun metotlarinda veya kullanimlarinda kullanilan antikor, antijen baglayici parca,
varyant, fuzyon ya da turev, modifiye edilmis ya da turevlenmis olan bir ya da daha
fazla amino asit icerebilir ya da bunlardan olusabilir.

Bir ya da daha fazla amino asidin kimyasal turevleri, fonksiyonel bir yan grup ile
reaksiyon yolu ile elde edilebilir. Bu nevi turevlenmis olan molekuller, érnek olarak,
serbest amino gruplarinin, amin hidrokloridleri, p-toluen sulfonil gruplarini,
karboksibenzoksi gruplarini, f-butiloksikarbonil gruplarini, kloroasetil gruplarini ya da
formil gruplarini olusturmak Uzere turevlendigi molekulleri icerir. Serbest karboksil
gruplar, tuzlari, metil ve etil esterleri ya da diger ester ve hidrazit turlerini olusturmak
icin  turevlendirilebilir. Serbest hidroksil gruplar, O-asil ya da O-alkil turevleri
olusturmak igcin turevlendirilebilir. Ayni zamanda kimyasal turevler olarak dahil
edilenler, yirmi standart amino asidin dogal olarak olusan amino asit turevlerini iceren

peptitlerdir. Ornek olarak: 4-hidroksiprolin, prolin ile ornatilabilir; 5-hidroksilizin, lizin
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ile ornatilabilir; 3-metilhistidin, histidin ile ornatilabilir; homoserin, serin ile ornatilabilir
ve ornitini lizin ile ornatilabilir. Turevler ayni zamanda, gerekli aktivite surduruldugu
surece bir ya da daha fazla ekleme ya da silme iceren peptitleri de icerir. Dahil edilen
diger modifikasyonlar amidasyon, amino terminal asilasyonu (ornek olarak
asetilasyon ya da tiyoglikolik asit amidasyonu), terminal karboksilamidasyon (dérnek
olarak, amonyak ya da metilamin ile) ve benzer terminal modifikasyonlaridir.

Teknikte uzman kisiler tarafindan ilave olarak peptidomimetik bilesiklerin de faydal
olabilecegi takdir edilecektir. Bu nedenle, 'polipeptit’ ile TG2 cekirdek bolgesi icindeki
bir epitopa baglanabilen peptidomimetik bilesikleri icerilmektedir. 'Peptidomimetik’
terimi, bir terapotik madde olarak belirli bir peptidin konformasyonunu ve arzu

edilebilir olan ozelliklerini taklit eden bir bilesigi ifade eder.

Ornek olarak, bahse konu polipeptit yalnizca amino asit kalintilarinin peptit (-CO-NH-
) baglan ile birlestirildigi molekulleri dedil, ayni zamanda peptit bagdinin tersine
gevrildigi molekulleri icerir.Bu gibi geri ters peptidomimetikler, ornek olarak Meziere et
al. (1997) J. Immunol. 158, 3230-3237'da tarif edilenler gibi teknikte bilinen metotlarin
kullanilmasi sureti ile yapilabilir. Bu yaklasim, yan zincirlerin oryantasyonunu degil,
omurgayi iceren degisiklikleri iceren sahte peptitlerin yapilmasini icerir. CO-NH peptit
baglan yerine NH-CO baglan iceren geri ters peptitler, proteolize karsi cok daha
direnclidir. Alternatif olarak, bahse konu polipeptit, amino asit kalintilarinin bir ya da
daha fazlasinin, geleneksel amid bagi yerine bir -y(CH2NH)- bad ile baglandidi bir
peptidomimetik bilesik olabilir.

Bagka bir alternatifte, amino asit kalintilarinin karbon atomlan arasindaki bosglugu
tutan uygun bir baglayici kisim kullaniimasi sarti ile, peptit bagi tamamen dagitilabilir;
baglayici kisminin buyuk olgude ayni yuk dagilimina ve buyuk dlgude bir peptit bagi

ile ayn1 duzlemde olmasi avantajli olabilir.

Bahse konu polipeptidin, ekso proteolitik sindirime karsi duyarlili§gr azaltmaya
yardimci olmak icin N ya da C terminalinde kolay bir sekilde bloke edilebilecedi takdir

edilecektir.

Memeli peptitlerini degistirmek icin D-amino asitleri ve N-metil amino asitleri gibi
pesitli kodlanmamis ya da degistirilmis amino asitler de ayni zamanda kullaniimigtir.
ilave olarak, bir farz edilen biyoaktif konformasyon, laktam ya da koprulerin diger
turleri gibi bir kovalent modifikasyon tarafindan stabilize edilebilir, ornek olarak
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bakiniz, Veber et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:2636 and Thursell et al.,
1983, Biochem. Biophys. Res. Comm. 111:166.

Sentetik stratejilerin cogu arasinda ortak bir tema, bazi siklik kisimlarin peptit bazli bir
gerceveye sokulmasi olmustur. Siklik kisim, peptit yapisinin konformasyonel alanini
sinirlandirir ve bu, siklikla belirli bir biyolojik reseptor icin peptidin spesifikliginin
artmasi ile sonuglanir. Bu stratejinin ilave edilmis olan bir avantaiji, bir siklik kismin bir
peptide dahil edilmesinin, peptidin, hucresel peptidazlara karsi azalan bir hassasiyete

sahip olmasina yol agcmasidir.

Bu nedenle, bulusun metotlarinda ve kullanimlarinda yararh olan ornek polipeptitler,
terminal sistein amino asitlerini icerir ya da bunlardan olusur. Bu tur bir polipeptit,
terminal sistein amino asitlerinde merkaptid gruplarinin disulfid bag olusumu ile ya da
terminal amino asitler arasinda amid peptit bag olusumu ile homodetik bir formda
heterodetik bir siklik formda bulunabilir. Yukarida belirtildidi gibi, kuguk peptitlerin N-
ve C-terminal sisteinler arasinda disulfid ya da amid baglan vasitas ile siklize
edilmesi, proteolizi azaltarak ve ayni zamanda yapinin sertligini artirarak, dogrusal
peptidler ile gbdzlemlenen belirli dzgulluk ve yari-omur problemlerini asabilir, bu da
daha yuksek ozgulluge sahip olan bilesikler verir. Disulfur badlan ile siklize edilmis
olan polipeptitler, serbest amino ve karboksi terminallerine sahiptir, bunlar proteolitik
bozulmaya karsi hala hassas olabilirler, ancak N-terminal amin ve C-terminal
karboksil arasinda bir amid bagi olusmasi ile siklize edilir ve artik serbest amino ya
da karboksi termini icermezler. Bu nedenle, peptitler bir C-N bagd ya da bir disulfur
bagdi ile bagdlanabilir.

Mevcut bulus, herhangi bir sekilde, peptitlerin siklizasyon metodu ile sinirli degildir,
ancak siklik yapisi, uygun herhangi bir sentez metodu ile elde edilebilen peptitleri
kapsar.Bu nedenle, heterodetik baglantilar disulfid, alkilen ya da sulfur képruleri yolu
ile olusumlar igerebilir, ancak bunlar ile sinirh degildir. Disulfid, sulfit ve alkilen
kopruleri dahil olmak uzere siklk homodetik peptidlerin ve siklik heterodetik
peptitlerin sentez metotlari US 5,643,872'de aciklanmaktadir. Dider siklizasyon
metotlar ornekleri US 6.008.058'de tartisilmis ve aciklanmistir.

Siklik stabilize edilmis olan peptidomimetik bilesiklerin sentezine bir bagka yaklasim
halka kapama metatezidir (ROM).Bu metot, bir peptit oncu maddesini sentezleme ve
konformasyonel olarak kisitlanmis olan bir peptit verecek sekilde bir ROM katalizoru
ile temas ettirmeyi icerir. Uygun peptit oncu maddeleri iki ya da daha fazla doymamig
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C-C bad icerebilir. Metot, kati faz-peptit sentez teknikleri kullanilarak
gerceklestirilebilir. Bu yapilanmada, kati bir destege tutturulmus olan oncu madde bir
RCM katalizoru ile temas ettirilir ve Urun daha sonra konformasyonel olarak

kisitlanmig olan bir peptit elde etmek igin kati destekten ayrilir.

DH Richea Proteaz inhibitorleri, Barrett ve Selveson, ed., Elsevier (1986) tarafindan
aciklanan baska bir yaklasim, geg¢is durumu analogu konseptinin enzim inhibitor
tasariminda uygulanmasi ile peptit taklitleri dizayn etmek olmustur. Ornek olarak,
stalinin sekonder alkolunun, pepsin substratinin kesilebilir olan amid bagdinin

tetrahedral gecis durumunu taklit ettigi bilinmektedir.

Ozetle, terminal modifikasyonlari, iyi bilindigi gibi, proteinaz sindirimi ile duyarlilig
azaltmak ve dolayisi ile gozeltilerdeki, 0zellikle proteazlarin mevcut olabilecedgi
biyolojik sivilarda peptitlerin  yari omruntt uzatmak igin faydalidir. Polipeptit
siklizasyonu ayni zamanda siklizasyonun olusturdugu stabil yapilar ve siklik peptidler
igin gozlenen biyolojik aktiviteler nedeni ile de faydali bir modifikasyondur.

Bu nedenle, bahse konu polipeptit siklik olabilir. Bununla birlikte, alternatif olarak,
bahse konu polipeptit dogrusal olabilir.

“TG2'nin cekirdek bolgesi icindeki bir epitopa secici olarak baglanir” ile, TG2
cekirdek bolgesinde segici olarak bir epitopa baglanabilen bir antikor ya da bunun
antijen baglayici bir parcasi kastedilmektedir. “Secici olarak badlanabilme” ile, TG2
gekirdegine dider proteinlere gore en az 10 kat daha guglu ornek olarak, en az 50 kat
daha guglu ya da en az 100 kat daha guclu bagdlanan bu antikor turevli baglanma
kisimlarini dahil etmekteyiz. Badlanma kismi, fizyolojik kosullar altinda, érnek olarak

in vivo olarak TG2 cekirdegindeki bir epitopa secici olarak baglanabilir.

Bu baglanma o6zgullugu, enzim bagh olan immuno sorbent deneyi (ELISA), immuno
histokimya, immuno ¢okeltme, western blot ve TG2 ya da TG2 g¢ekirdegini ya da
bunun bir parcasini eksprese eden transfekte edilmis olan hucrelerin kullanildigi akis
sitometrisi gibi teknikte iyi bilinen metotlar ile belirlenebilir. Bagil baglanma guclerini
olemek igin uygun olan metotlar, ornek olarak baglanma kisminin bir antikor oldugu
badisiklik tahlillerini icerir (bakiniz Harlow & Lane, “Antibodies: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Habor Laboratory Press, New York).Alternatif olarak badlanma,
rekabetci analizler kullanilarak ya da Biacore® analizi kullanilarak degerlendirilebilir
(Biacore International AB, isveg).
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Bulusa ait antikorun ya da bunun antijen baglayici parcasinin, sadece TG2've
badlanmasi tercih edilir.

Teknikte uzman kisiler tarafindan, bir antikorun ya da bunun antijen baglama
parcasinin baglanma ozgullugunun, kurucu agir ve hafif zincirlerin degisken
bolgelerinde butunleyicilik belirleyici bdlgelerin (CDR'ler) mevcudiyeti ile sadlandig
takdir edilecektir. Asagida tartisildigr gibi, aciklamanin ozellikle tercih edilen bir
yonunde, TG2 icin baglanma ozgullugu, tanimlanan CDR'lerin birinin ya da daha
fazlasinin mevcudiyeti ile sadlanir. Omek olarak, AB-1 VL ve VHnin CDR
sekanslarini  igerebilen vya da bunlardan olugabilen sekanslar arasinda
KASQDINSYLT, RTNRLFD, LQYDDFPYT, SSAMS, TISVGGGKTYYPDSVKG ve
LISLY bulunur. Bagka bir 6rnekte, BB-7 VL ve VH'nin CDR sekanslarini icerebilen ya
da bunlardan olusabilen sekanslar arasinda KASQDINSYLT, LTNRLMD,
LQYVDFPYT, SSAMS, TISSGGRSTYYPDSVKG ve LISPY bulunur. Ornek olarak,
DC-1 VL ve VH'nin CDR sekanslarini icerebilen ya da bunlardan olusabilen
sekanslar arasinda KASQDINSYLT, LVNRLVD, LQYDDFPYT, THAMS,
TISSGGRSTYYPDSVKG, and LISTY bulunur. Burada tarif edilen antikorlarin ve
bunlarin antien baglayici parcalarinin, Tablo 24A'da tanimlandi§i gibi CDR
sekanslari ya da CDR ve yan sekanslar icermesi ya da bunlardan olugsmasi tercih
edilir. Burada tanimlanan antikorlarin ve bunlarin antijen baglayici pargalarinin, érnek
antikor AB-1 ya da BB-7 ya da DC-1in CDR sekanslarini ya da CDR ve yan
sekanslarini icermesi ya da bunlardan olugsmasi tercih edilir (ornek olarak, Tablo
24A'da tarif edildidi sekilde).

Antikorun ya da bunun antijen baglayici parcasinin, orijinal antikorun TG2'si igin
baglanma ozgullugunu korumasi tercih edilir. "Baglanma ozgullugunu koruyarak"
derken, antikor ya da bunun antijen baglayici pargasinin TG2'yve baglanma
konusunda bulusa ait ornek antikorlar ile, 6rnedin AB-1, AG-1, AG-9, AH. 1, AH-3,
BB-7, DC-1, EH-6, JE-12, IA-12, DF-4, DH-2, DD-6 ve/ veya DD-9 (beraberindeki
Orneklere bakiniz) rekabet edebilme kapasitesinde oldudu kastedilmektedir. Ornek
olarak, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi, asagidaki sekanslar iceren bir
antikor olarak TG2 uizerindeki ayni epitopa baglanabilir: KASQDINSYLT, RTNRLFD,
LQYDDFPYT, SSAMS, TISVGGGKTYYPDSVKG ve LISLY.

Burada “"epitop" ile, bir antikorun baglandigi bir molekul bolgesi, yani bir antijenin
molekuler bodlgesi anlamina gelir. Bir epitop, ornek olarak amino asit sekansi, yani
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birincil yapi, ya da ornek olarak bir peptit zincirinin beta tabakasina ya da alfa
heliseline katlanmasi gibi ikincil yapi tarafindan tanimlanan u¢ boyutlu bir epitop, ya
da, ornek olarak, bir antijenin u¢ boyutlu bir yapisini vermek igin helislerin ya da
tabakalarin katlandigi ya da tanzim edildigi yol olan uguncul yapi ile belirlenmis olan

dogrusal br epitop olabilir.

Bir test antikorunun ikinci antikor ile baglanma icin rekabet edip etmedigini belirlemek
icin metotlar teknikte iyi bilinmektedir (ornek olarak, sandvig ELISA ya da ters sandvic
ELISA teknikleri gibi} ve ornek olarak, Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow &
Lane (1988, CSHL, NY, ISBN 0-87969-314-2)'da tarif edilmigtir.

TG2 cekirdek bolgesindeki bir epitop icin baglanma ozgullugu ile birlikte antikor ya da
bunun antijen badlayici pargasi, ayni zamanda orijinal antikor ile (Orneklerde
saglanan ornek antikorlar gibi) ayni biyolojik ozelliklerin birini ya da daha fazlasini da

tutabilir.

Yukarida agiklandigi gibi, TG2, lizin ile glutamin kalintilar arasinda Ne-(y-glutamil)
lizin izopeptit baglarinin olusumunu katalize eden kalsiyum bagimh ¢ok fonksiyonlu
bir proteindir. TG2, baglanma bodlgeleri (6rnek olarak fibronektin) ve enzim disa
aktarimi igin gerekli sekanslari iceren bir N terminal beta sandvi¢ etki alanini icerir.
Bu, katalitik gekirdek etki alanina baglanir. Etki alaninin merkezinde, Cys 277, Asp
358 ve His 355'ten olusan bir katalitik triad ve ayrica birkag varsayilan kalsiyum
baglama bdlgesi bulunur. Bu, uguncu etki alanina, bir GTP baglanma sahasinin
enzimi GTPase aktivitesiyle iletmek icin bulundugu beta varil 1'e baglanir. Beta varil 1
ayni zamanda hucre adezyonunda kullanilan bir integrin baglama bolgesi icerir. Beta
Varil 1 ve dorduncu TG2 etki alani, Beta varil 2, aktivasyonu icin gerekli olan
TG2'deki konformasyonel degisime dahil olur. Yuksek kalsiyumlu bir dusuk GTP
ortaminda Varil 1 ve 2, aktivasyonu saglayan katalitik ¢ekirdegi acan dogrusal bir
yapiya sahip TG2'i iletmek icin, aktivasyona izin verecek sekilde, kapall ve
katlanmis inaktif formdan asad dogru salinir (Pinkas et al (2007) PLoS Biol.
Transglutaminase 2 undergoes a large conformational change upon activation. 5(12):
e327).

“Transglutaminaz tip 2'nin (TG2) ¢ekirdek bodlgesi” ile, beta sandvig etki alani ve beta
varilleri 1 ve 2 hari¢g olmak uzere yukarda agiklanan katalitik triati iceren bir TG2
boélgesini dahil etmekteyiz.Tercihen gekirdek bolgesi, insan TG2'sinin 143 ila 473

arasindaki amino asitlerini veya bunlarin bir parcasini icerir ya da bundan olusur.
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Insan TG2'sinin 143 ila 473 arasindaki amino asitleri agagidaki sekanstan olusur:

Bu nedenle, cekirdek bolgesi, insan TG2'sinin 143 ila 473 arasindaki amino
asitlerinden olusabilir. Antikorun epitopu, insan TG2'nin 143 ila 473 arasindaki amino
asitleri tarafindan tanimlanan bolge iginde herhangi bir epitop olabilir. Bu nedenle,
epitop, bu sekansin bir pargasi olabilir ya da birincil amino asit yapisi igerisinde biri
digerine bitisik olmayabilecek olan fakat teknikte uzman bir kisi tarafindan
anlasilacag! uzere, ikincil, uguncul ya da hatta dorduncul yapida birinin yeri
digerinden belirlenebilecek olan bu parca icerisindeki gesitli amino asit kalintilarindan

yapilmig olabilir.

Antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi, tamamen ya da kismen insan TG2'nin
304 ila 326 arasindaki amino asitlerini iceren bir bolgeye segici olarak baglanabilir.
Bu bolge (insan TG2'nin 304 ila 326 arasindaki amino asitleri), Sekil 5'te Grup 1
olarak adlandirilir ve AHDQNSNLLIEYFRNEFGEIQGD amino asit sekansini icerir.

Antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi, tamamen ya da kismen insan TG2'nin
351 ila 365 arasindaki amino asitlerini iceren bir bdlgeye secici olarak badlanabilir.
Bu bdlge (insan TG2'nin 351 ila 365 arasindaki amino asitleri), Sekil 5'te Grup 2
olarak adlandinlir ve YEGWQALDPTPQEKS amino asit sekansini igerir.

Antikor ya da bunun antijen baglayici pargasi, tamamen ya da kismen insan TG2'nin
450 ila 467 arasindaki amino asitlerini iceren bir bolgeye secici olarak baglanabilir.
Bu bdlge (insan TG2'nin 450 ila 467 arasindaki amino asitleri), Sekil 5'te Grup 2
olarak adlandinlir ve SEEREAFTRANHLNKLAE amino asit sekansini igerir.

Bulusun antikoru ya da bunun antijen baglayici pargasi, insan TG2 aktivitesini inhibe

eder.

Aciklamanin bir antikoru ya da bunun antijen baglayici fragmani, asagidaki amino
asit sekanslarindan bir ya da daha fazlasini igerebilir:
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KASQDINSYLT; ve/ veya
RTNRLFD; ve/ veya

LQYDDFPYT; ve/ veya

SSAMS; ve/ veya
TISVGGGKTYYPDSVKG; ve/ veya
LISLY.

Antikoru ya da bunun antijen badlayict fragmani, asadidaki amino asit

sekanslarindan bir ya da daha fazlasini icerebilir:
TCKASQDINSYLTWF; ve/ veya
TLIYRTNRLFDGVP ya da TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; ve/ veya
YCLQYDDFPYTFG; ve/ veya
FTLSSSAMSWVR ya da CXAXXFTLSSSAMSWVR,; ve/ veya
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ya da
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; ve/ veya
YCAKLISLYWG olup igerisinde X herhangi bir amino asittir.

Hemen onundeki sekanslarin, ornek AB-1 antikorunun hafif ve agir degdisken
bolgelerinin butunleyicilik belirleyici bolgelerini ve (bakiniz Omek 1) ve AB-1

antikorunun belirli insanlagtirilmis varyantlarini icerdigi kabul edilir. Agiklamanin bir

antikoru
KASQDINSY LT XXX XXX XA RTNRLF DX XXX XXX XXXKKXXKF XXAHKXXKXX
KXXXXXXXLQYDDFPYT; ya da

KASQDINSY LTXXXXXXXXXXXXKXKKXKKXKXXXKXKKXKKXKXXXXXF;  ya da
RTNRLFDXXXXXXXXXXXXXXXF;, ya da FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT

amino asit sekansini icerebilir olup, igerisinde X herhangi bir amino asittir.

Antikor ya da bunun antijen baglayici kismi TCKASQDINSYLTWF ya da
TCKASQDINSYLTWY; ve/ veya LLIYRTNRLFDGVP ya da SLIYRTNRLFDGVP ya
da LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF ya da
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; ve/ veya YCLQYDDFPYTFG; ve/ veya
FTFSSSAMSWVR ya da CXAXXFTFSSSAMSWVR; ve/ veya
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WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ya da
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; ve/ veya YCAKLISLYWG amino

asit sekansini icerebilir olup, icerisinde X herhangi bir amino asittir.

Bulusun bir antikoru ya da bunun antijen baglayici parcasi, asagidaki sekanslari
iceren en az bir hafif zincir dedisken bodlgeye sahip olabili. KASQDINSYLT,; ve
RTNRLFD; ve LQYDDFPYT ve asagdidaki dizileri iceren en az bir agir zincir dedisken
bolgesini icerebilirSSAMS; ve TISVGGGKTYYPDSVKG; ve LISLY.

Bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi, asagidaki
amino asit sekanslarini iceren en az bir hafif zincir degigsken bolgeye sahip olabilir:
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK  ya da
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK. Bu hafif
zincir degisken bolgeleri, ornek antikor AB-1'de bulunan ile aynidir (Sekil 7 ve 18).

Alternatif olarak, antikor ya da bunun antijen baglayici pargcasi, asagidaki amino asit
sekanslarini iceren en az bir hafif zincir dedisken bolgeye sahip olabilir:
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG

VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB
1_VK) ya da
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB
1_VK1).

Ozellikler tercihe edilen bir yapilanmada, antikor ya da bunun antijen baglayici

parcasi, asadidaki amino asit sekanslarini igceren en az bir hafif zincir degisken

bolgeye sahip olabilir;
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGV
PSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-
1_RKE); ya da

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-
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1_RKJ).Bu sekanslar yukarida verilen AB-1 hafif zincir sekanslannin insanlagtinimig

varyantlandir.

Bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi, asagidaki
amino asit sekanslarini iceren en az bir agir zincir degisken bodlgeye sahip olabilir:
EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT

VSS va da
EVAQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT

VSS.Bu agir zincir degisken bolgeleri, ornek antikor AB-1'de bulunan ile aynidir
(Sekil 7 ve 18).

Alternatif olarak, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi, asagidaki amino asit
sekanslarini iceren en az bir agir zincir degisken bolgeye sahip olabilir:
EVAQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT
VSS (AB-1_H)

Ozellikler tercihe edilen bir yapilanmada, antikor ya da bunun antijen baglayici
parcasl, asagidaki amino asit sekanslarini iceren en az bir agir zincir degisken
bolgeye sahip olabilir:
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVT
VSS (hAB-1_HA).Bu sekans vyukarida verilen AB-1 agir zincir dizisinin

insanlastirilmis bir varyantidir.

Bu nedenle, bir yapilanmada, antikor ya da bunun antijen baglayici pargcasinin

sunlara sahip olabilecedi ongorulmektedir:

i) DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTN
RLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGG
TKLEIK va da
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYR
TNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFG
GGTKLEIK, ya da
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRT
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NRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGG
GTKLEIK (AB-1_VK), ya da
DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYR
TNRLFDGVPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFG
GGTKLEIK (AB-1_VK1), ya da
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRT
NRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGG
GTKLEIK (hAB-1_RKE)), ya da
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYR
TNRLFDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQ
GTKVEIK (hAB-1_RKJ) amino asit sekansini igeren en az bir hafif zincir
degisken bolgesi; ve

i) EVOQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATI
SVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLI
SLYWGQGTTLTVSS ya da
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWYRQTPDRRLEWYV
ATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCA
KLISLYWGQGTTLTVSS, ya da
EVALQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWYV
ATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCA
KLISLYWGQGTTLTVSS (AB-1_VH}, ya da
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEW
VSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KLISLYWGQGTLVTVSS (hAB-1_RHA) amino asit sekansini igeren en az

bir agir zincir degisken bolgesi.

Aciklamanin bir antikoru ya da bunun antijen baglayici fragmani, asagidaki amino

asit sekanslarindan bir ya da daha fazlasini igerebilir;
KASQDINSYLT; ve/ veya
LTNRLMD; ve/ veya
LQYVDFPYT; ve/ veya
SSAMS; ve/ veya

TISSGGRSTYYPDSVKG,; vef veya
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LISPY.

Hemen onundeki sekanslarin, ornek BB-7 antikorunun hafif ve agir degdisken
bolgelerinin butunleyicilik belirleyici bolgelerini icerdigi kabul edilir {bakimz Sekil 19).
Antikor

KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXLTNRLMD XX XX XXXXKKX XXX FXXXXXXXXX
XXXXXXXXLQYVDFPYT, ya da
KASQDINSY LT XXXXXXXXXKKHIKHHKX XXX KKK XXX KXKXXKXXXXXKXEF; ya da
LTNRLMDXXXXXXXXXXXXXXF; ya da FXXXXXXXXXXXXXXXXXLQYVDFPYT

amino asit sekansini igerebilir olup, igerisinde X herhangi bir amino asittir.

Bulusun bir antikoru ya da bunun antijen baglayici pargcasi, asagidaki sekanslari
iceren en az bir hafif zincir dedisken bolgeye sahip olabilir: KASQDINSYLT; ve
LTNRLMD; ve LQYVDFPYT ve asagdidaki dizileri iceren en az bir agir zincir degisken
bolgesini icerebilir; SSAMS; ve TISSGGRSTYYPDSVKG; ve LISPY.

Mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi,
asagidaki amino asit sekanslarini iceren en az bir hafif zincir degisken boélgeye sahip
olabilir:
AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNRLMDG
VPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGTKLEIK.Bu  hafif

zincir degisken bolgeleri, 6rnek antikor BB-7'de bulunan ile aynidir (Sekil 19).

Mevcut bulusa ait bir yapilanmada, antikor ya da bunun antijen badlayici pargasi,
AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGGR
STYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISPYWGQGTTLTVS
S amino asit sekansini iceren en az bir agir zincir degisken bolgesine sahip olabilir.

Bu agir zincir dedisken bolgesi 6rnek antikor BB-7'de bulunan ile aynidir (Sekil 19).

Bu nedenle, mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen

baglayici pargasinin sunlara sahip olabilecegi ongorulmektedir:

i) AIKMTQSPSSMYASLGERVIITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYLTNR
LMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISGLEHEDMGIYYCLQYVDFPYTFGGGT
KLEIK amino asit sekansini igeren en az bir hafif zincir degisken bolgesi;
ve

i) AVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGIIFSSSAMSWVRQTPEKRLEWVATIS
SGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSAKNTLYLQMDSLRSEDTAIYYCAKLISP
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YWGQGTTLTVSS amino asit sekansini iceren en az bir agir zincir
degisken bolgesi.
llave olarak, mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen

baglayici pargasinin sunlara sahip olabilecegi dngorulmektedir:

i) DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLTNR
LMDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQGT
KVEIK ya da
DIKMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKTLIYLT
NRLMDGVPSRFSGSGSGQEFLLTISSLQPEDFATYYCLQYVDFPYTFGQ
GTKVEIK amino asit sekansini iceren en az bir hafif zincir degisken
bolgesi; ve/ veya

i) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVST
ISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKLI
SPYWGQGTLVTVSS ya da
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIIFSSSAMSWVRQAPGKGLEWY
ATISSGGRSTYYPDSVKGRFTVSRDSSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KLISPYWGQGTLVTVSS amino asit sekansini igeren en az bir agir zincir
degdisken bolgesi. Bu sekanslar, insanlastinimis antikor BB-7 varyantlarina
karsilik gelir {(bakiniz Tablo 23, 24 ve 24A).

Aciklamanin bir antikoru ya da bunun burada tarif edilen antijen badlayici fragmani,
asagidaki amino asit sekanslarindan bir ya da daha fazlasini igerebilir:

KASQDINSYLT; ve/ veya
LVNRLVD; ve/ veya

LQYDDFPYT ve/ veya

THAMS; ve/ veya
TISSGGRSTYYPDSVKG,; ve/ veya
LISTY.

Hemen onundeki sekanslarnn, ormek antikoru DC-17in hafif ve adir degisken
bolgelerinin butunleyicilik belirleyici bolgelerini icerdigi kabul edilir (bakiniz Sekil 20).
Antikor

KASQDINSY LT XXX X LY NR LY DX XK XOKOCOCIOKAXKXXXKXX
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XXXXXXXXLQYDDFPYT,; ya da
KASQDINSY LTXXX XXX XXXXXXKXXKKXKKXKKXXKXKKXKKXXXXXXA;,  ya da
LVNRLVDXXXXXXXXXXXXXXXA; ya da  AXXXCXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT

amino asit sekansini igerebilir olup, igerisinde X herhangi bir amino asittir.

Bulusun bir antikoru ya da bunun antijen badlayici parcasi, asagidaki sekanslar
iceren en az bir hafif zincir dedisken bholgeye sahip olabilir. KASQDINSYLT; ve
LVNRLVD; ve LQYDDFPYT ve asadidaki dizileri iceren en az bir adir zincir degisken
bolgesini icerebilir: THAMS; ve TISSGGRSTYYPDSVKG; ve LISTY.

Mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici pargasi,
DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRLVDGV
PSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK amino asit
sekanslarini iceren en az bir hafif zincir degisken bolgeye sahip olabilir. Bu hafif zincir
dedisken bolgeleri, érnek antikor DC-1'de bulunan ile aynicir (Sekil 20).

Mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi,
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWVRQTPEKRLEWVATISSGG
RSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLISTYWGQGTTLTV
S8 amino asit sekanslarini iceren en az bir agir zincir degisken bolgeye sahip olabilir.

Bu agir zincir dedisken bolgeleri, ornek antikor DC-1'de bulunan ile aynidir (Sekil 20).

Bu nedenle, mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen
baglayici pargasinin sunlara sahip olabilecegi dngérulmektedir:

i) DITMTQSPSSIYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKILIYLVNRL

VDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTK

LEIK amino asit sekansini iceren en az bir hafif zincir degisken bolgesi; ve

i) EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSTHAMSWYVRQTPEKRLEWVATI

SSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNVKNTLYLQLSSLRSEDTAVYFCARLIS

TYWGQGTTLTVS amino asit sekansini iceren en az bir agir zincir
dedisken bolgesi.

llave olarak, mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen

baglayici pargasinin sunlara sahip olabilecegi ongoérulmektedir:

) DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYLVNR
LVDGVPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGT
KVEIK ya da
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DITMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKILIYLY
NRLYDGVPSRFSGSGSGQDYALTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQ
GTKVEIK amino asit sekansini iceren en az bir hafif zincir degisken
bolgesi; ve/ veya

i) EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTHAMSWVRQAPGKGLEWYVST
ISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLI
STYWGQGTLVTVSS ya da
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSTHAMSWVRQAPGKGLEWY
ATISSGGRSTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYFCAR
LISTYWGQGTLVTVSS amino asit sekansini iceren en az bir adir zincir
dedisken bolgesi. Bu sekanslar, Tablo 23, 24 ve 24A'da verilen

insanlastiriimis DC-1 varyantlan ile aynidir.

Aciklamanin bir antikoru ya da bunun burada tarif edilen antijen badlayici fragmani,

asagidaki amino asit sekanslarindan bir ya da daha fazlasini icerebilir:
KASQDINSYLT; ve/ veya
XXNRLXD; ve/ veya
LQYXDFPYT; ve/ veya
XXAMS; ve/ veya
TISXGGXXTYYPDSVKG; vef veya
LISXY olup igerisinde X herhangi bir amino asittir.

Aciklamanin bir antikoru ya da bunun burada tarif edilen antijen baglayici fragmani,

asagidaki amino asit sekanslarindan bir ya da daha fazlasini igerebilir:
(KIQ/R)ASQ(D/G)(N/S/R)(SIN)YL(T/N/A); vel veya
(RILIVIDIAYTIVIA)N/SYR/N)L(F/IMN/E/Q)D/T/S); vel veya
(L/Q)Q(Y/H)(D/V/N)DIT)(EYP(Y/LIW)T; ve/ veya
(SIT)S/HIY)AMS; vel veya
(T/ANS(VISIG)(G/S)G(G/RYK/S)TYY(P/A)DSVKG; vel veya
(LIDYI/GYSIG)KLIPITIV)Y.
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Burada tarif edilen bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasi,
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASG
VPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAGTKLELK  amino
asit sekansini iceren en az bir hafif zincir degisken bolgesine sahip olabilir. Bu hafif

zincir degisken bolgeleri, 6rnek antikor DD-9'da bulunan ile aynidir (Sekil 25).

Burada tarif edilen bir antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi,
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLAHIYWD
DDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWTTAPFAFWGQGT
LVTVSA amino asit sekansini igeren en az bir agir zincir degisken bolgesine sahip
olabilir. Bu agir zincir degisken bolgeleri, ornek antikor DD-9'da bulunan ile aynidir
(Sekil 25).

Mevcut bulusun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici pargasinin
sunlara sahip olabilecegi ongorulmektedir:

i) QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVDYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSN
LASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMGAEDAATYYCQQWNSSPLTFGAG
TKLELK amino asit sekansini iceren en az bir hafif zincir degisken bblgesi;
ve
i) QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQSSGKGLEWLA
HIYWDDDKRYNPSLKSRITISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSWT
TAPFAFWGQGTLVTVSA amino asit sekansini iceren en az bir agir zincir
degisken bolgesi.
Burada tarif edilen bir antikor ya da bunun antijen badlayici pargasi
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSNLASG
VPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGTKLELK  amino
asit sekansini igeren en az bir hafif zincir degisken bolgesini icerebilir. Bu hafif zincir
degisken bolgeleri, ornek antikor DH-2'de bulunan ile aynidir (Sekil 25).

Burada tarif edilen bir antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi,
QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWD
DDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSGTTAPFAYWGQGT
LVTVSA amino asit sekansini iceren en az bir agir zincir dedisken bodlgesine sahip
olabilir. Bu agir zincir degisken bolgeleri, ornek antikor DH-2'de bulunan ile aynidir
(Sekil 25).
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Mevcut bulugun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici pargasinin
sunlara sahip olabilecedi ongorulmektedir:

i) QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMYWYQQKPGSSPRLLIYDTSN
LASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATFYCQQWSSSPLTFGAGT
KLELK amino asit sekansini iceren en az bir hafif zincir degisken bolgesi;
ve

i) QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLA
HIYWDDDKRYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITSVDTADTATYYCARSG
TTAPFAYWGQGTLVTVSA amino asit sekansini iceren en az bir agir
zincir degisken bolgesi.

Bu nedenle, bir, antikor ya da bunun antijen baglayici pargcasinin sunlara sahip
olabilecegi dongorulmektedir:

i) Sekiller 18 ila 28 arasindakilerden herhangi birinde saglanan VK dizilerinin
herhangi biri ile ayni olan bir amino asit sekansini iceren en az bir hafif
zincir degisken bolgesi; ve/ veya

i) Sekiller 18 ila 28 arasindakilerden herhangi birinde saglanan VH dizilerinin
herhangi biri ile ayni olan bir amino asit sekansini ya da bunun bir
pargasini, varyantini ya da turevini iceren en az bir adir zincir degisken
bolgesi.

Yukanda belirtildigi gibi, daha onceki aciklamanin antikorunun ya da bunun antijen
badlayici pargasinin yukarida verilen amino asit sekanslarinin bir ya da daha fazlasi
ile en az % 75 ozdesligine sahip olan, ornek olarak, yukarida belirtilen amino asit
sekanslarinin bir ya da daha fazlasi ile en az % 80, en az % 90, en az % 95, en az %
96, en az % 97, en az % 98, ya da en az % 99 o0zdeslige sahip olan bir amino asit
sekansini icerebilir. Ayni zamanda, antikor ya da antijen badlayici parcanin 1,2, 3, 4,
5 6,7, 8 9, 10 va da daha fazla ekleme, silme, konservatif ornatimlar ve/ veya

konservatif olmayan ornatimlar icerebilecegi ongorulmektedir.

Ayni zamanda burada tarif edilen, asagidaki amino asit sekanslarinin birini ya da

daha fazlasini igeren bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasidir;
KASQDINSYLT; ve/ veya

XXNRLXD; ve/ veya
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LQYXDFPYT; ve/ veya

XXAMS; ve/ veya

TISXGGXXTYYPDSVKG,; ve/ veya

LISXY olup igcerisinde X herhangi bir amino asittir.

llave olarak burada tarif edilen, asagidaki amino asit sekanslarinin birini ya da daha
fazlasini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasidir;

(KIQ/R)ASQ(D/G)I(N/S/R)SIN)YL(T/N/A); vel veya
(RILIVIDIA)TIVIA)NISKR/N)L(F/IM/VIEIQ)DITIS); vel veya
(L/Q)QY/H)YDIV/NYDIT)(F/Y)P(YILIW)T: vel veya
(SITHS/HIY)AMS; ve/ veya
(T/A)IS(VISIG)(GIS)G(GIRIK/S)TYY(P/A)DSVKG; ve/ veya
(L/IDYI/GYHSIGKL/PITV)Y.

llave olarak burada tarif edilen, asagidaki amino asit sekanslarinin birini ya da daha
fazlasini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasidir:

KASQDINSYLT; ve/ veya
RTNRLFD; ve/ veya

LQYDDFPYT; ve/ veya

SSAMS; ve/ veya
TISVGGGKTYYPDSVKG; ve/ veya
LISLY.

Antikoru ya da bunun antijen baglayict fragmani, asagidaki amino asit

sekanslarindan bir ya da daha fazlasini icerebilir:
TCKASQDINSYLTWEF; ve/ veya
TLIYRTNRLFDGVP ya da TLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; ve/ veya
YCLQYDDFPYTFG; ve/ veya

FTLSSSAMSWVR ya da CXAXXFTLSSSAMSWVR,; ve/ veya
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WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ya da
WVATISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; ve/ veya

YCAKLISLYWG olup icerisinde X herhangi bir amino asittir.

Onundeki sekanslarin, orneklenmis olan antikor AB-1'in hafif ve agir degisken

bolgelerinin butunleyicilik belirleyici bdlgelerini icerdidi kabul edilir.

Antikor ya da bunun antijen baglayic parcasi,
KASQDINSYLTXXXXXXXXXXXXXXXRTNRLFDXXX XXX XXX XXXXXXF XXX XX XXX
KXXAKXXXXLQYDDFPYT; ya da

KASQDINSY LTXXXXXXXXXXXXXXXKXXKXXKX XXX KKXKXXXXXXXF;  ya da
RTNRLFDXXOOXXXXXXXXXXXF; ya da  FXXXXXXXXXXXXXXXXLQYDDFPYT

amino asit sekansini icerebilir olup, icerisinde X herhangi bir amino asittir.

Antikor ya da bunun antijen baglayici pargcasi, TCKASQDINSYLTWF ya da
TCKASQDINSYLTWY; ve/ veya LLIYRTNRLFDGVP ya da SLIYRTNRLFDGVP ya
da LLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF ya da
SLIYRTNRLFDGVPXXFSGSGSGQDFF; ve/ veya YCLQYDDFPYTFG; ve/ veya
FTFSSSAMSWVR ya da CXAXXFTFSSSAMSWVR,; ve/ veya
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISR ya da
WVSTISVGGGKTYYPDSVKGRFTISRXNXXXXL; ve/ veya YCAKLISLYWG amino

asit sekansini igcerebilir olup, igerisinde X herhangi bir amino asittir.

Bulusun bir antikoru ya da bunun antijen baglayici pargasi, asadidaki CDR'leri iceren
en az bir hafif zincir degisken bolgeye sahip olabilir: KASQDINSYLT; ve RTNRLFD;
ve LQYDDFPYT ve agagidaki CDR'leri iceren en az bir agir zincir dedisken bolgesini
icerebilir: SSAMS; ve TISVGGGKTYYPDSVKG; ve LISLY.

llave bir yapilanmada, ikinci yonun antikoru ya da bunun antijen baglayici parcasi,
DIQMTQTPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK ya da
DIKMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK, ya da
EIVLTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG

VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1 _VK), ya da
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DIQMTQSPSSMYASLGERVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKSPKTLIYRTNRLFDG

VPSRFSGSGSGQDFFLTISSLEYEDMGIYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (AB-
1_VK1), ya da
EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWYQQKPGKAPKLLIYRTNRLFDGY
PSRFSGSGSGTDFFFTISSLQPEDFGTYYCLQYDDFPYTFGGGTKLEIK (hAB-
1_RKE), ya da

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDINSYLTWFQQKPGKAPKSLIYRTNRLFDG
VPSRFSGSGSGTDFFLTISSLQPEDFATYYCLQYDDFPYTFGQGTKVEIK (hAB-

1_RKJ) amino asit sekansini igeren en az bir hafif zincir degisken bolgesi icerebilir.

Ikinci ydnun yine ilave bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayic
pargasi,

EVQLEESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT
V88 ya da
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT
VSS, ya da
EVAQLQESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTLSSSAMSWVRQTPDRRLEWVATISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRSEDTAMYYCAKLISLYWGQGTTLT
VSS (AB-1_VH), ya da
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAPGKGLEWVSTISVGG
GKTYYPDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKLISLYWGQGTLVT
VSS (hAB- 1RHA) amino asit sekansini igceren en az bir agir zincir dedisken

boélgesine sahip olabilir.

Bulus ayni zamanda, ikinci yonde yapilandiriimis oldugu sekilde, en az bir hafif zincir
degdisken bolgesine ve ikinci yonde yapilandiriimis olan en az bir agir zincir degisken
bolgesine sahip olan bir antikor ya da bunun antijen badlayici bir parcasini saglar.

Supheden kaginmak igin, tarifnamenin bir antikoru ya da bunun antijen baglayici
pargaslt, birinci yon ile ilgili olarak saglanan herhangi bir amino asit sekansini
igerebilir. Bu nedenle, antikor ya da bunun antijen baglayici pargcasi, Sekiller18 ila 28
arasindakilerden herhangi birinde ya da Tablolar 14 ila 24 arasindakiler ve 24A'nin
herhangi birinde orneklendigi uzere herhangi bir VK ve/ veya VK alanini, ya da

bunlarin herhangi bir varyantini, parcasini ya da turevini igerebilir.



10

15

20

25

30

40

llave olarak, antikor ya da bunun antijen baglayici pargasi, burada tarif edilen
herhangi bir insanlastirlmis ya da kimerik antikor olabilir ya da bunu igerebilir,
ozellikle antikor ya da bunun antijen baglayici pargasi), Tablolar 14 ila 24
arasindakiler ve 24A'da sunulan sekanslardan herhangi biri olabilir ya da bunu

icerebilir.

Burada tarif edilen antikorun ya da bunun antijen baglayici pargcasinin yukarida
verilen amino asit sekanslannin bir ya da daha fazlasi ile en az % 75 6zdeslije sahip
olan, ornek olarak, yukarida belirtilen amino asit sekanslarinin bir ya da daha fazlasi
ile en az % 80, en az % 90, en az % 95, en az % 96, en az % 97, en az % 98, ya da
en az % 99 o0zdeslie sahip olan bir amino asit sekansini icerebilecegi
ongorulmustur. Ayni zamanda, antikor ya da antijen baglayici parcanin 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10 ya da daha fazla ekleme, silme, konservatif ornatimlar ve/ veya

konservatif olmayan ornatimlar icerebilecedi dngorulmektedir.

Bulusun herhangi bir yonunun tercih edilen bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun
antiien baglayici pargasi, saglam bir antikor icerebilir ya da bundan olusabilir.
Alternatif olarak, antikor ya da bunun antijen baglayici pargasi esasen saglam bir
antikordan olusabilir. “Esasen olugmasi” ile, antikor ya da bunun antijen baglanma
parcasinin, TG2 icin baglanma ozgullugunu gostermeye yetecek olan saglam bir

antikorun bir kismini igerdigi kastedilmektedir.

Bulusa ait antikor ya da antijen baglayici pargca, dogal olmayan bir sekilde ortaya
cikan bir antikor olabilir. Elbette, antikorun dogal olarak ortaya c¢ikan bir antikor
oldugu durumlarda, bu, izole bir sekilde saglanir (yani, dodada bulundugundan farkh

olarak).

Bulusun herhangi bir yonunun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen
baglayici parcasi, asagdidakilerden olusan gruptan secilen bir antijen baglayici
parcayi igerebilir ya da bundan olusabilir. bir Fv parcasi; bir Fab parcasi; ve bir Fab
benzeri parca. llave baska bir yapilanmada, Fv pargasi, tek zincirli bir Fv pargcasi ya
da bir disulfur bagh Fv parcasi olabilir. Yine ilave bir baska yapilanmada, Fab benzeri

parca, bir Fab' pargasi ya da bir F{(ab)2 pargcasi olabilir.

Antikorun degisken agir (Vu) ve degisken hafif (Vi) etki alanlari, ilk olarak erken
proteaz sindirim deneyleri tarafindan taninan bir gergek olan antijen tanima ile

ilgilidir. Kemirgen antikorlarinin “insanlastinlmas|” ile daha fazla konfirmasyon
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bulunmustur. Kemirgen kokenli degisken etki alanlan, ortaya g¢ikan antikorun
kemirgen ebeveynli antikorun antijenik dzgullugunu koruyabilmesi icin insan mensgeli
sabit etki alanlarina birlestirilebilir (Morrison et al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA81, 6851-6855).

Antijenik ozgulluk dedisken etki alanlan tarafindan saglanir ve tumu bir ya da daha
fazla degisken etki alani iceren antikor pargalarinin bakteriyel ekspresyonunu iceren
deneylerden bilindigi gibi sabit etki alanlarindan badimsizdir. Bu molekuller Fab
benzeri molekllleri (Better et al (1988) Science 240, 1041); Fv molekulleri (Skerra et
al (1988) Science 240, 1038); Vu ve VL etki alanlarinin esnek bir oligopeptit ile
baglandigi tek zincirli Fv (ScFv) molekulleri (Bird et al (1988) Science 242, 423;
Hustonet al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879) ve izole edilmis V etki
alanlarini iceren ya da bunlardan olusan tek etki alanh antikorlari (dAb) (Ward et
al(1989) Nature 341, 544) icerir. Spesifik bagdlanma vyerlerini koruyan antikor
parcalarinin sentezinde yer alan tekniklerin genel bir incelemesi Winter & Milstein
(1991) Nature 349, 293-299'da bulunabilir.

Bu nedenle, “antijen baglayici parca” ile TG2'yve baglanabilen bir antikorun

fonksiyonel bir parcasi icerilmektedir.

Ornek antijen baglayici parcalar, Fv parcalarindan {ornek olarak tek zincirli Fv ve
disulfur bagh Fv) ve Fab benzeri paralardan (ornek olarak, Fab parcalan, Fab'

parcalar ve F{(ab)2 pargalar) olusan gruptan secilebilir.
Bulusun bir yapilanmasinda, antijen baglayici parga bir scFv'dir.

Tum antikorlar yerine antikor pargalarini kullanmanin avantajlar birka¢ yonludur.
Parcalarin daha kuguk boyutu, kati dokunun daha iyi nufuzu gibi gelismis
farmakolojik ozelliklere yol acabilir. Buna ilave olarak, Fab, Fv, ScFv ve dAb antikor
parcalan gibi antijen baglayici pargalar, E. coli'de eksprese edilebilir ve salgilanir, bu
nedenle bahse konu parcalarin buyuk miktarlarda kolay bir sekilde uretimine izin

verilir.

Ayni zamanda dahil edilenler, antikorlann ve bunlarin antijen baglayici pargalarinin,
ornek olarak polietilen glikol ya da diger uygun polimerlerin kovalent baglanmasi ile

modifiye edilmis olan versiyonlandir.

Antikorun ya da bunun antijen baglayici parcasinin bir rekombinant molekul olmasi

ozellikle tercih edilir.
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Antikor Uretme metotlari ve antikor parcalan teknikte iyi bilinmektedir. Ornek olarak,
antikorlar, antikor molekullerinin in vivo Uretiminin induklenmesini, immuno globulin
kutuphanelerinin goruntulenmesini (Orlandi. et al, 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
86:3833-3837; Winter et a/., 1991, Nature 349:293-299) ya da kultur icerisindeki
hiucre hatlan tarafindan monoklonal antikorlarin Uretiimesini kullanan ¢ok sayidaki
metodun herhangi biri aracihgi ile uretilebilir. Bunlar, bunlar ile sinirl olmamak kaydi
ile, hibridom teknidini, insan 13 hucreli hibridom teknidini ve Epstein Barr virusu
(EBV} -hibridom teknidini (Kohler et al., 1975. Nature 256:4950497; Kozbor et al.,
1985. J. Immunol. Methods 81:31-42; Cote et al.,, 1983. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA80:2026-2030; Cole et al., 1984. Mol. Cell. Biol. 62:109-120) icerir.

Uygun olarak, bulus, antikorun bir rekombinant antikor oldugu (yani, rekombinant
araclar ile Uretildigi) bir antikor ya da bunun antijen baglayici bir pargasini saglar.

Bulusun herhangi bir yonunun 6zellikle tercih edilen bir yapilanmasinda, antikor, bir

monoklonal antikor olabilir.

Secilmis antijenlere uygun monoklonal antikorlar, bilinen teknikler ile, érnek olarak
“Monoclonal Antibodies: A manual of techniques”, H Zola (CRC Press, 1988) and in
“MonoclonalHybridoma Antibodies: Techniques and Applications”, J G R Hurrell
(CRC Press, 1982) ile hazirlanabilir. Bulusun ©rnek monoklonal antikorlan ve

bunlarin tiretimi icin uygun metotlar asagidaki Orneklerde verilmektedir.

Antikor parcalan ayni zamanda teknikte iyi bilinen metotlar kullanilarak da elde
edilebilir (bakimiz, drnek olarak Harlow & Lane, 1988, “Antibodies: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, New York).Ornek olarak, mevcut bulusun
antikor pargalar, antikorun proteolitik hidrolizi ile ya da pargca kodlayan DNA'nin E.
coli ya da memeli hucrelerinde (ornek olarak Cin hamsteri yumurtalik hucre kulturt
ya da diger protein ekspresyon sistemleri) ekspresyonu ile hazirlanabilir. Alternatif
olarak antikor pargalari, geleneksel metotlar ile pepsin ya da butun antikorlarin
papain sindirimi ile elde edilebilir.

Bulusun herhangi bir yénunun bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen

baglayici pargasi, bir insan antikoru ya da bir insanlastiniimig antikor olabilir.

Teknikte uzman kisiler tarafindan insan terapisi ya da teshisi igin insanlagtinimis
antikorlarin kullanilabilece§i takdir edilecektir. Insan disi (ornek olarak, murin)

antikorlarin insanlagtinimig formlan, insan olmayan antikorlardan turetiimis olan
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minimal kisimlara sahip olan genetik olarak tasarlanmig olan kimerik antikorlar ya da
antikor pargalaridir. insanlagtinimis antikorlar, bir insan antikorunun butunleyici
belirleyici bodlgelerinin (alici antikor), istenen islevsellige sahip fare, sican ya da
tavsan gibi insan olmayan bir turun (donor antikor) butunleyici bir belirleyici
bolgesinden kalan artiklar ile degistirildigi antikorlar icerir. Bazi durumlarda, insan
antikorunun Fv cerceve kalintilan karsilik gelen insan olmayan kalintilar ile degistirilir.
Insanlastirnimis antikorlar ayni zamanda ne alici antikorda ne de ithal bitunleyicilik
belirleme bolgesinde va da cerceve sekanslarinda bulunmayan artiklar igerebilir.
Genel olarak, insanlastinlmis antikorlar, icerisinde butunleyicilik belirleyici alanlarinin
tamaminin ya da buyuk olgude tamaminin, bir ilgili insan konsensus sekansininkilere
karsilik gelen bir insan olmayan antikorunkine ya da cergeve bolgelerinin tamami ya
da buylk olgude tamamininkine karsilik geldigi, en az bir, ve tipik olarak iki dedisken
etki alanlannin buyuk dlgude tamamini icerecektir. Insanlastinimis antikorlar, ayni
zamanda, optimal olarak, tipik olarak bir insan antikorundan turetilmis olan bir F¢
bolgesi gibi bir antikor sabit bolgesinin en az bir kismuni da icerir (bakiniz, ornek
olarak, Jones et at., 1986. Nature 321:522-525; Riechmann et al., 1988, Nature
332:323-329; Presta, 1992, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596).

Insan olmayan antikorlar insanlastirma metotlari ile teknikte iyi bilinmektedir. Genel
olarak, insanlastirnimig antikor, insan olmayan bir kaynaktan kendisine eklenen bir ya
da daha fazla amino asit kalintisina sahiptir. Genellikle ithal edilmis olan kahntilar
olarak adlandirilan, insan digi amino asit kahntilan tipik olarak ithal edilen bir
degisken etki alanindan alinir. insanlagtirma, insan butunleyicilik belirleyici
boélgelerinin karsilik gelen kemirgen butunleyicilik belirleyici bolgeleri ile ornatiimasi
sureti ile esasen tarif edildigi (bakiniz ornek olarak, Jones et al., 1986, Nature
321:522-525; Reichmann et at., 1988. Nature 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988,
Science 239:1534-15361; US 4,816,567) gerceklestirilebilir. Buna gore, bu tur
insanlastinimis antikorlar kimerik antikorlar olup, icerisinde esas olarak sadlamdan
daha az olan bir insan degisken etki alani insan olmayan bir turden karsihk gelen
sekans ile ornatiir. Uygulamada, insanlastinimis antikorlar tipik olarak, bazi
butunleyicilik belirleyici bolge kalintilari ve muhtemelen bazi cergeve kalintilarinin,
kemirgen antikorlarindaki benzer bolgelerden gelen kalintilar ile ornatildigi insan

antikorlan olabilir.
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Insan antikorlari, ayni zamanda, faj gosterim kutuphaneleri dahil olmak uzere
teknikte bilinen gesitli teknikler kullanilarak da tanimlanabilir (bakiniz ornek olarak,
Hoogenboom & Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227:381; Marks et al., 1991, J. Mol. Biol.
222:581; Cole et al., 1985, In: Monoclonal antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, pp. 77; Boerner et al., 1991. J. Immunol. 147:86-95, Soderlind etal., 2000, Nat
Biotechnol 18:852-6 ve WO 98/32845).

Burada kullanildi§: sekli ile "amino asit” terimi, standart yirmi genetik olan kodlanmis
amino asitleri ve bunlarin 'D' formundaki karsilik gelen stereoizomerlerini (dogal 'L’
formuna kiyas ile), diger dogal olarak olusan amino asitleri, omega amino asitlerini
geleneksel olmayan amino asitleri (ornek olarak a,a-diornatiimis amino asitler, N-alkil

amino asitler ve benzerleri) ve kimyasal olarak turetiimis olan amino asitleri igerir.

Bir amino asit “Alanin” ya da “Ala” ya da “A" gibi 0zel olarak numaralandirildig
zaman, aksi acikea belirtilmedigi surece hem L-alanin hem de D-alanin anlamina
gelir.Diger geleneksel olmayan amino asitler, ayni zamanda, arzu edilen fonksiyonel
ozellik polipeptit tarafindan tutuldugu surece, mevcut bulusun polipeptitleri icin uygun
bilesenler de olabilir. Gosterilen peptitler i¢in, uygun olan yerlerde kodlanmis olan her
bir amino asit kalintisi, geleneksel amino asidin onemsiz adina karsilik gelen, tek bir

harf belirtimi ile temsil edilir.

Bir yapilanmada, burada tanimlandigi sekli ile polipeptitler, L-amino asitleri igerir ya
da bunlardan olusur.

Uygun antikorlar elde edildikten sonra, baglanma ozgullugu ya da antikorun biyolojik
aktivitesi gibi aktivite igin, ornek olarak ELISA, immuno histokimya, akis sitometrisi,

immuno ¢okeltme, Western lekeleri ile test edilebilirler.
Biyolojik aktivite, bahse konu ozellik icin okumalar ile farkli testlerde test edilebilir.

llave bir yonde, mevcut bulus, bulusun bir antikorunu ya da bunun bir antijen

baglayici pargasini kodlayan bir polinukleotit saglar.

Burada aciklanan, asagdidaki nukleotid sekanslarini iceren ya da bunlardan olugan

izole edilmis bir polinukleotiddir:
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Ayni zamanda burada tarif edilen, $ekiller 18 ila 28 arasindakilerden herhangi birinde
listelenen nukleik asit sekanslarindan herhangi birini iceren ya da bunlardan herhangi
birinden olugan izole edilmig bir polinukleotiddir.

Bu nedenle, burada agiklanan, asagidaki nukleotid sekanslarini igeren ya da
bunlardan olusan izole edilmis bir polinukleotiddir:
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llave olarak burada agiklanan, asagidaki nukleotid sekanslarini iceren ya da
bunlardan olugan izole edilmis bir polinukleotiddir:
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Bulusun antikoru ya da bunun antijen baglayici parcasi, insan TG2 aktivitesini inhibe
eder. Bulusa ait antikor, TG2 enzimatik aktivitesini inhibe eder ve bu nedenle, Ne-(y-
glutamil) lizin izopeptit baglan ile capraz baglanan lizin ve glutamin kalintilarina
galismasini onler. TG2'nin enzimatik aktivitesinin tamamen ortadan kaldirilmasi tercih
edilir, ancak bu kismi inhibisyonun faydal bir terapotik ya da terapotik olmayan sonug
elde etmek icin yeterli oldugu durumlarda inhibisyonun kismi inhibisyon olabilecegi
ongorulmektedir. Teknikte uzman kisi, inhibisyonun derecesinin arzu edilen sonucu

elde etmek icin etkili olup olmadigini belirleyebilecektir.
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Antikorun ya da bunun antijen baglayici pargasinin, TG2've 6zgu olmasi tercih
edilir. Bu nedenle antikor ya da bunun antijen baglayici parcasinin TG1, TG3, TG13
vel veya TG7 aktivitesini inhibe etmemesi tercih edilir. TG2 aktivitesini etkili bir sekilde
inhibe eden ancak yeterince segici olan ve bu nedenle TG1, TG3, TG13 ve/ veya
TG7 aktivitesini dnemli dlcude inhibe etmeyen bir antikorun tipta ozellikle faydal
olabilecedi ongorulmektedir. Bu nedenle, antikorun sadece TG2 aktivitesini inhibe

etmesi tercih edilir.

Ayni zamanda burada tarif edilen, onceki herhangi bir yonune gore bir antikor TG2'ye
(ornek olarak, insan TG2'yve) baglandigi zaman, TG2've baglanmasi (ornek olarak,
insan TG2'si) inhibe edilen ya da indirgenen bir antikor ya da bunun antijen baglayici

bir pargasidir.

Bu nedenle burada tarif edilen, TG2 bolgesi icindeki bir epitopa secici bir sekilde
baglanan ve bundan onceki yonlerden herhangi bir antikorun baglanmasini
engelleyebilecek ve bozabilecek herhangi bir antikordur.

llave bir yapilanmada, mevcut bulus, mevcut bulusun bir antikorunu ya da bunun bir
antijen baglayici parcasini ve ilave bir kismi iceren bir bilesik saglar.

ilave kisim, dogrudan dogruya ya da dolayl olarak sitotoksik bir kisim olabilir.

“‘Dogrudan dogruya sitotoksik” ile, kismin kendi basina sitotoksik oldugu anlamina
gelir. “Dolayli olarak sitotoksik” ile, kismin kendisinin sitotoksik olmamasina ragmen,
ornek olarak baska bir molekule olan etkisi ile ya da Uzerinde daha fazla hareket
ederek sitotoksisiteyi indukleyebilecedi anlamina gelir.

Sitotoksik kisim, bunlar ile sinirl olmamak kaydi ile, bir dogrudan dogruya sitotoksik
kemoterapotik maddeden, bir dogrudan dogruya sitotoksik polipeptit, bir goreceli
toksik olmayan on ilaci bir sitotoksik ilaca gevirme kabiliyetine sahip olan bir kismi, bir
radyo duyarlayiciyl, bir dogrudan dogruya sitotoksik nukleik asidi, bir dogrudan
dogruya ya da dolayll sitotoksik polipeptidi kodlayan bir nukleik asit molekulunu, bir
terapotik polipeptidi kodlayan bir nukleik asit molekulunu, ya da bir radyoaktif atomu
iceren bir gruptan segilebilir. Radyoaktif atomun fosfor-32, iyot-125, iyot-131,
indiyum-111, renyum-186, renyumn-188 ya da itriyum-90'dan herhangi biri olabilecegi
ongorulmektedir.

Anti kanser maddeler gibi sitotoksik kemoterapotik maddeler arasinda sunlar bulunur:
mecklorethamine (HN2}, siklofosfamid, ifosfamid, melfalan (L-sarkolizin) ve
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klorambusil gibi azot hardallarini iceren alkilleyici ajanlar; etilenimin  ve
heksametilmelamin, tiotepa gibi metiimelaminler; busulfan gibi alkil sulfonatlar;
karmustin (BCNU), lomustin (CCNU), semustin (metil-CCNU) ve streptozosin
(streptozotosin) gibi nitrosoureas; ve dekarbazin (DTIC; dimetiltriazenoimidazol-
karboksamit) gibi triazenler; Metotreksat (ametopterin) gibi folik asit analoglarini
iceren anti metabolitler; florourasil (5-fliorourasil; 5-FU), fluksuridin (florodeoksiuridin;
FUdR) ve sitarabin (sitozin arabinosid) gibi pirimidin analoglari; ve purin analoglan ve
merkaptopurin (6-merkaptopurin; 6-MP), tivoguanin {6-tiyoguanin; TG) ve pentostatin
(2'-deoksikoformisin) gibi ilgili inhibitorler. Vinblastin (VLB) ve vincristine gibi vinca
alkaloitleri igeren Dogal Urunler; etoposit ve teniposit gibi epipodofilotoksinler;
daktinomisin (aktinomisin D), daunorubisin {daunomisin; rubidomisin), doksorubisin,
bleomisin, plikamisin (mithramisin) ve mitomisin (mitomisin C) gibi antibiyotikler; L-
asparaginaz gibi enzimler; ve interferon alfenomlar gibi biyolojik tepki degistiricileri.
Sisplatin (¢/s-DDP) ve karboplatin gibi platin koordinasyon kompleksleri dahil olmak
uzere cesitli maddeler; mitoksantron ve antrasiklin gibi antrasantiyon; hidroksiure gibi
ornatilmis ure; prokarbazin (N-metilhidrazin, MIH) gibi metil hidrazin turevi; ve
mitotan (o, p-DDD) ve aminoglutetimit gibi adrenokortikal baskilayici; taksol ve

analoglari/ turevleri; ve flutamid ve tamoksifen gibi hormon agonistleri/ antagonistleri.

Bu maddelerin pek ¢odu daha once antikorlara ve diger hedef bolge daditim
maddelerine baglanmistir ve bu nedenle bu maddeleri iceren bulusun bilesikleri,
teknikte uzman kigiler tarafindan kolay bir sekilde yapilabilir. Ornek olarak, karbdiimid
konjugasyonu (Bauminger & Wilchek(1980)Methods Enzymol. 70, 151-159),
doksorubisin dahil olmak Uzere cesitli maddelerin antikorlara konjuge edilmesi icin

kullanilabilir.

Sitotoksik peptitler ya da polipeptit kisimlari, hiicre olumiine yol agan herhangi bir
kismi icerir. Sitotoksik peptit ve polipeptit kisimlari teknikte iyi bilinir ve érnek olarak
risin, abrin, Psddomonas ekzotoksin, doku faktoru ve benzerlerini icerir. Bunlari,
antikorlar gibi hedef pargalara badlamaya yonelik metotlar da teknikte bilinmektedir.
Bir sitotoksik madde olarak risin kullanimi, Burrows & Thorpe (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90, 8996-9000'da ve bir tumorun lokalize kan pihtilasmasi ve
enfarktusune yol acan doku faktoru kullanimi, Ran et al (1998) Cancer Res. 58,
4646-4653 ve Huang et al (1997) Science 275, 547-550 ve Huang et al (1997)
Science 275, 547-550'da tarif edilmistir. Tsai et al {1995) D/'s. Colon Rectum 38,
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1067-1074, bir monoklonal antikora konjuge edilmis olan abrin A zincirini tarif
eder.Diger ribozom inaktive edici proteinler, WO 96/06641'de sitotoksik maddeler
olarak tarif edilir. Psodomonas ekzotoksin, ayni zamanda, sitotoksik polipeptit kismi
olarak da kullanilabilir (bakiniz érnek olarak, Aiello et al (1995) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92, 10457-10461).

TNF a ve IL-2 gibi bazi sitokinler, ayni zamanda, sitotoksik maddeler olarak da

faydal olabilir.

Belirli radyoaktif atomlar, yeterli dozlarda verildigi zaman sitotoksik olabilir. Bu
nedenle, sitotoksik kisim, kullanimda, hedef bolgeye sitotoksik olmak Uzere yeterli
miktarda radyoaktivite saglayan bir radyoaktif atom icerebilir. Uygun radyoaktif
atomlar arasinda fosfor-32, iyot-125, iyot-131, indiyum-111, renyum-186, renyum-188
veya itriyum-90 ya da komsu hucreleri, organelleri ya da nukleik asidi yok etmek icin
yeterli enerji yayan baska herhangi bir izotop bulunur. Tercihen, bulusun bilesigindeki
radyoaktif atomlarin izotoplar ve yogunlugu, 4000 cGy'den (tercihen en az 6000,
8000 ya da 10000 cGy) daha yuksek bir dozun hedef bdlgeye, tercihen, hedef
bolgedeki hucrelere ve bunlarin organellerine, ozellikle de ¢ekirdege verilecek
sekildedir. Radyoaktif atom, antikora bilinen yollar ile eklenebilir. Ornek olarak, EDTA
ya da baska bir kiskaglama maddesi antikora eklenebilir ve "'In veya #Y'yi
baglamak igin kullanilabilir. Tirozin kahintilan 2% ya da '3l ile etiketlenebilir.

Sitotoksik kisim uygun bir dolayh olarak sitotoksik polipeptit olabilir. Ozellikle tercih
edilen bir yapilanmada, dolayli olarak sitotoksik polipeptit, enzimatik aktiviteye sahip
ve nispeten toksik olmayan bir on ilaci sitotoksik bir ilaca donusturebilen bir
polipeptittir. Hedefleme kismi bir antikor oldugu zaman, bu tur bir sistem genellikle
ADEPT (Antikor Yonelimli Enzim On llag Terapisi) olarak adlandinhr. Sistem,
hedefleme kisminin, enzimatik kismi, hastanin vucudundaki istenen bolgeye (yani,
bir tumor ile iliskili olan yeni vaskuler doku gibi MR eksprese eden bblge) ve enzimin
bolgede yerlesmesi icin zamana izin verildikten sonra, enzim igin bir substrat olan,
katalizorun nihai urunu bir sitotoksik bilesik oldugu bir on ilacin uygulanmasin
gerektirir. Bu yaklagsimin amaci, istenen bolgedeki ilag konsantrasyonunu en uUst
duzeye cikarmak ve normal dokulardaki ilag konsantrasyonunu en aza indirmektir
(bakiniz Senter, P.D. et al (1988) “Anti-tumor effects of antibody-alkaline
phosphatase conjugates in combination with etoposide phosphate” Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 85, 4842-4846; Bagshawe (1987) Br. J. Cancer 56, 531-2; ve Bagshawe,
K.D. et al {1988) “A cytotoxic agent can be generated selectively atcancer sites” Br.
J. Cancer. 58, 700-703.)

Sitotoksik madde, bir alkilleyici madde gibi mevcut herhangi bir anti kanser ilaci;
DNA'da araya giren bir madde; dihidrofolat reduktaz, timidin sentetaz, ribonukleotit
reduktaz, nukleosit kinazlar ya da topoizomeraz gibi herhangi bir anahtar enzimi
inhibe eden bir madde; ya da herhangi bir hucresel bilesen ile etkilesime girerek
hiucre olumunu etkileyen bir madde olabilir. Etoposit, bir topoizomeraz inhibitdrunun
bir drnegidir.

Bildirilen on ilag sistemleri sunlari icerir: bir E. coli 3-glukuronidaz tarafindan aktive
edilen bir fenol hardal on ilaci {(Wang etal, 1992 and Roffler et al, 1991); bir insan 3-
glukuronidaz tarafindan aktive edilen hir doksorubisin on ilaci (Bosslet et al, 1994);
kahve cekirdedi a-galaktosidaz ile aktive edilen diger doksorubisin on ilaglari
(Azoulay et al, 1995); kahve ¢ekirdedi a-D-galaktosidaz ile aktive edilen daunorubisin
on ilaglar (Gesson et al, 1994); bir E. coli 3-D-galaktosidaz tarafindan aktive edilen
bir 5-florouridin 6n ilaci (Abraham et al., 1994); ve karboksipeptidaz A ile aktive
edilen metotreksat on ilaglar (ornek olarak, metotreksat alanin) (Kuefner et al, 1990,
Vitols etal, 1992 and Vitols etal, 1995).Bunlar ve digerleri, Tablo 1'e dahil edilmistir.

Tablo 1
Enzim On llag
Karboksipeptidaz G2 L-glutamik asit ve benzoik asit hardallari, anilin hardallari,

fenol hardallan ve fenilendiamin hardallarinin turevleri;
bunlarin florlanmisg turevleri

Alkalin fosfataz

Etoposit fosfat

Mitomisin fosfat

Beta- glukuronidaz

p-Hidroksianilin hardal-glukuronit

Epirubicin-glukuronid

Penisilin-V-amidaz

Adriamisin-N fenoksiasetil

Penisilin -G- amidaz

N-(4'-hidroksifenil asetil} palitoksin

Doksorubisin ve melfalan

Beta-laktamaz

Azot hardali-sefalosporin p-fenilendiamin; doksorubisin
turevleri; vinblastin turevi-sefalosporin, sefalosporin
hardali; bir taksol turevi

Beta-glukosidaz

Siyanofenilmetil-beta-D-gluko-piranosiduronik asit

Nitroredaktaz

5- (Azaridin-1-il-)- 2, 4-dinitrobenzamit

Sitozin deaminaz

5-Florositozine

Karboksipeptidaz A

Metotreksat-alanin
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(Bu tablo, bu ¢esitli sistemler icin tam referanslar elde edilebilen Bagshawe (1995)
Drug Dev. Res. 34, 220-230'dan uyarlanmistir; taksol turevi Rodrigues, M.L. et al
(1995) Chemistry &Biology 2, 223)'de tarif edilmistir.

Bulusun enzimatik bolumunun bir kismini olusturmak igcin uygun enzimler sunlar
icerir: karboksipeptidazlar G, G1 ve G2 (glutamile edilmis hardal on ilaglan igin),
karboksipeptidazlar A ve B (MTX-bazli on ilaclar igcin) ve aminopeptidaziar (2-o-
aminosil MTC on ilaclar igin) gibi ekopeptidazlar; ornek olarak trombolisin gibi
endopeptidazlar (trombin on ilaglar igin); fosfatazlar (ornek olarak, alkalen fosfataz)
veya sulfatazlar (6rnegin aril sulfatazlar) gibi hidrolazlar (fosfatlanmis ya da
sulfatlanmig on ilaglar igin); penisilin amidazlar ve arilasil amidaz gibi amidazlar; -
laktamazlar gibi laktamazlar; B-glukuronidaz (B-glukuronit antrasiklinler igin}, a-
galaktosidaz (amigdalin icin) ve B-galaktosidaz (B-galaktoz antrasiklin icin) gibi
glikosidazlar; sitozin deaminaz (5FC icin) gibi deaminazlar; Urokinaz ve timidin kinaz
gibi kinazlar (gancyklovir igin}; nitroreduktaz (CB1954 ve analoglan icin), azoreduktaz
(azobenzen harmanlari icin} ve DT-diaphoraz (CB1954 igin) gibi indirgemeler;glukoz
oksidaz (glikoz icin), ksantin oksidaz (ksantin icin) ve laktoperoksidaz gibi oksidazlar;

DL-rasemazlar, katalitik antikorlar ve siklodekstrinler.

On ilag, sitotoksik ilaca kiyas ile nispeten toksik degildir. Tipik olarak, uygun bir in
vitro sitotoksisite testinde olgulen toksisitenin % 10'undan daha az, tercihen
toksisitenin % 1'inden daha az toksiktir. Bir on ilaci bir sitotoksik ilaca donusturebilen
parcanin, bilesigin geri kalanindan izole edilmesinde aktif olmasi muhtemeldir, ancak
sadece (a) bilesigin geri kalani ile kombinasyon halinde oldugunda aktif olmasi igin

gereklidir ve (b) bilesik, hedef hucrelere bitigik ya da bitisik olarak baglanir.

Bilesigin her bir kismi bir polipeptit oldugu zaman, iki bolum, genellikle O'Sullivan et
al (1979) Anal. Biochem. 100, 100-108'da genel olarak tarif edildigi sekilde
polipeptitlerin ¢apraz baglanmasinin geleneksel yollarinin herhangi biri ile birbirine
baglanabilir. Alternatif olarak, bilesik rekombinant DNA teknikleriyle bir fuzyon bilesigi
olarak Uretilebilir olup, burada bir DNA uzunlugu, bulusa ait bilesigin iki kismini
kodlayan ilgili bolgeleri, birbirine bitisik ya da bilesigin arzu edilen ozelliklerini yok
etmeyen bir baglayici peptit kodlayan bir bbdlge ile ayrilmis bbolgeler icerir.

Muhtemelen, bilesigin iki kismi tamamen ya da kismen ortusebilir.

Sitotoksik kisim, bir radyo duyarhlastirici olabilir. Radyo duyarlastinicilar arasinda
floropirimidinler, timidin analoglari, hidroksiure, gemsitabin, fludarabin, nikotinamid,
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halojenli  pirimidinler, 3-aminobenzamid, 3-aminobenzodiamid, etaniksaadol,
pimonidazol ve misonidazol yer alir (bakiniz, érnek olarak, McGinn et al (1996) J.
Natl. Cancer Inst. 88, 1193-11203; Shewach & Lawrence {(1996) Invest. New
Drugs14, 257-263; Horsman (1995) Acta Oncol. 34, 571-587; Shenoy & Singh(1992)
Clin. Invest. 10, 533-551; Mitchell et al (1989) Int. J. Radiat. Biol. 56, 827-836; lliakis
& Kurtzman (1989) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 1235-1241; Brown (1989) Int.
J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 987-993; Brown (1985) Cancer 55, 2222-2228).

Ayni zamanda, genlerin hucrelere verilmesi, onlarn, ornek olarak p53 geninin ya da
siklin D’nin, radyo duyarlastiriimasini saglayabilir ((Lang et al (1998) J. Neurosurg.
89, 125-132; Coco Martin et a! (1999) Cancer Res. 59, 1134-1140}.

Diger kisim, 1sinlama tzerine sitotoksik hale gelen ya da sitotoksik bir kismi serbest
birakan olabilir. Ornek olarak, uygun sekilde 1sinlandiginda, bor-10 izotopu sitotoksik
olan bir pargacik salgilar (bakiniz, érnek olarak, US 4,348,376 to Goldenberg; Primus
et al (1996) Bioconjug. Chem. 7, 532-535).

Benzer sekilde, sitotoksik kisim, fotofrin gibi foto dinamik tedavide faydal olan olabilir
(bakiniz, érnek olarak, Dougherty et al (1298) J. Natl. Cancer Inst. 90, 889-905).

Sitotoksik kisim, dogrudan dogruya ya da dolayli olarak sitotoksik olan bir nukleik asit
molekulu olabilir. Ornek olarak, nukleik asit molekulu, hedef bolgedeki lokalizasyonun
ardindan hucrelere girebilen ve olumlerine yol agabilen bir antisens oligonukleotit
olabilir. Bu nedenle, oligonukleotit, esansiyel bir genin ekspresyonunu onleyen ya da
apoptoza neden olan gen ekspresyonunda bir degisiklige yol agan olabilir.

Uygun oligonukleotitlerin ornekleri arasinda bcl-2 (Ziegleret al (1997) J. Natl. Cancer
Inst. 89, 1027-1036)'yva ve DNA polimeraz a ve topoizomeraz lla (Lee et al (1996)

Anticancer Res. 16, 1805-1811'e yonlendirilenleri igerir.

Peptit nukleik asitleri geleneksel nukleik asitlerin yerine faydali olabilir (bakiniz
Knudsen & Nielsen (1997) Anticancer Drugs 8, 113-118).

Bulusun bilesig@inin bir yapilanmasinda, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi
ve sitotoksik kisim, kaynasmis olan polipeptitler olabilir. Bu nedenle, bu nevi bir

bilesidi kodlayan bir polinukleotit burada tarif edilir.

Baska bir yapilanmada, diger kisim kolay bir sekilde tespit edilebilir bir kisim olabilir.
Kolay bir sekilde tespit edilebilen bir kismin uygun bir miktarda iyot-123, iyot-131,
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indiyum-111, florin-19, karbon-13, azot-15, oksijen-17, teknitiyum-99m, gadolinyum,
manganez ya da demiri icerebilecedi dngorulmektedir.

"Kolay bir sekilde tespit edilebilir bir kisim" ile, mevcut bulusun bilesiginin bir hastaya
uygulanmasini takiben hedef bolgeye yerlestirildidi zaman, tipik olarak govdenin ve
hedefin yerlestirilmis oldugu bodlgeden tercihen mudahaleci olmayan bir sekilde tespit
edilebilir olan bir kisim kastedilmektedir. Bu nedenle, bulusun bu yapilanmasinin

bilesikleri goruntuleme ve teshiste faydalidir.

Tipik olarak, kolay bir sekilde tespit edilebilir kisim, goéruntulemede yararli olan bir
radyoaktif atomdur ya da bunu igerir. Uygun radyoaktif atomlar, sintigrafik gcalismalar
igin teknesyum-99m ya da iyot-123'U icerir. Kolay bir sekilde tespit edilebilen diger
kisimlar, ornek olarak, tekrar iyot-123, iyot-131, indiyum-111, flor-19, karbon-13,
azot-15, oksijen-17, gadolinyum, manganez ya da demir gibi manyetik rezonans
goruntuleme (MRI) icin spin etiketlerini icerir. Agik bir sekilde, bulusun bilesiginin
molekulun kolay bir sekilde tespit edilebilmesi igin uygun atomik izotoplardan yeterli

olmasi gerekir.

Radyo ya da diger etiketler, bulusun bilesigine bilinen yollar ile dahil edilebilir. Ornek
olarak, eger antikor bir polipeptit ise, biyosentezlenebilir ya da ornek olarak hidrojen
yerine florin-19 iceren uygun amino asit oncu maddeleri kullanilarak kimyasal amino
asit sentezi ile sentezlenebilir.99mTc, 123, 18Rh, 8Rh ve "In gibi etiketler, drnek
olarak, antikordaki sistein kalintilari vasitasi ile eklenebilir. itriyum-90, bir lizin kalintisi
vasitasi ile eklenebilir. IODOGEN metodu (Fraker er al (1978) Biochem. Biophys.
Res. Comm. 80, 49-57), iyot-123'0 dahil etmek igin kullanilabilir. Referans
(“Monaclonal Antibodies in Immunoscintigraphy”, J-F Chatal, CRC Press, 1989) diger

metotlari detayl olarak agiklar.
Burada tarif edilen, bulusun herhangi bir polinukleotidini igeren bir vektordur.

Tipik prokaryotik vektor plazmitleri sunlardir; Biorad Laboratories (Richmond, CA,
ABD)den temin edilebilir olan pUC18, pUC19, pBR322; Pharmacia (Piscataway, NJ,
ABD)den temin edilebilir olan p7rc99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540 ve pRITS,
pBS vektorleri, Phagescript vektorler, Bluescript vektorleri, Stratagene Cloning
Systems (La Jolla, CA 92037, ABD)den temin edilebilir olan pNH8A, pNH16A,
pNH18A, pNH46A.
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Tipik bir memeli hucre vektoru plazmidi, Pharmacia'dan (Piscataway, NJ, ABD) temin
edilebilen pSVL'dir. Bir uyarilabilir memeli ekspresyon vektorunun bir ornegi,
Pharmacia'dan (Piscataway, NJ, ABD) temin edilebilen pMSG'dir.

Yararh maya plazmit vektorleri, pRS403 ila 406 arasindakiler ve pR3413 ila 416
arasindakilerdir ve genellikle Stratagene Cloning Systems'den (La Jolla, CA 92037,
ABD) temin edilebilir. PRS403, pRS404, pRS405 ve pRS406 plazmitleri, Maya
Butunlestirici plazmitlerdir {Yips) ve maya secilebilen HIS3, TRP1, LEU2 ve URA3
isaretleyicilerini icerir. PRS413-416 plazmidleri, Maya Sentomer plazmitleridir (YCps).

Teknikte uzman kisiler tarafindan iyi bilinen metotlar, kodlama sekansini iceren
ekspresyon vektorlerini ve drnek olarak uygun transkripsiyonel ya da translasyonel

kontrolleri olusturmak igin kullanilabilir.

llave olarak, burada tarif edilen herhangi bir polinikleotid ya da vektorl igeren bir

konakg! hucre tarif edilir.

Asagidaki sistemleri kullanan birgcok ekspresyon sistemi bilinmektedir: ornek olarak
rekombinant bakteriyofaj, plazmit ya da kozmit DNA ekspresyon vekiorleri ile
transforme edilmis olan bakteri (ornek olarak, E. coli ve Bacillus subtilis);, drnek
olarak maya ekspresyon vektorleri ile transforme edilmis olan mayalar {ornek olarak,
Saccharomyces cerevisiae); ornek olarak viral ekspresyon vektorleri (ornek olarak,
baculovirus) ile transforme edilmig olan bocek hucresi sistemleri; 0rnek olarak viral ya
da bakteriyel ekspresyon vektorleri ile transfekte edilmis olan bitki hucre sistemleri;
ornek olarak adenovirus ekspresyon vektorleri ile transfekte edilmis olan hayvan

hiucre sistemleri.

Vektorler, vektor diger prokaryotik olmayan hucre tiplerinde ekspresyon igin
kullanilacak olsa bile, bir prokaryotta gogaltilmasi icin Col E1 ori gibi prokaryotik bir
replikon igerebilir. Vektorler ayni zamanda, bununla transforme edilmis olan E. coli
gibi bir bakteri konak hucresindeki genlerin ekspresyonunu (transkripsiyon ve
translasyon) yonlendirebilen prokaryotik bir baslatici gibi uygun bir baslatici icerebilir.

Bir baslatici, RNA polimeraz ve transkripsiyonun baglanmasina izin veren bir DNA
sekans! tarafindan olusturulan bir ekspresyon kontrol &gesidir. Omek bakteri
konakgilari ile uyumlu olan baslatici sekanslari tipik olarak burada tarif edilen bir DNA
segmentinin yerlestiriimesi icin uygun kisitlama bolgeleri iceren plazmit vektorleri
icerisinde saglanir.
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Uygun hir konakgi hucre icerisindeki polinukleotit, bulusa ait antikor ya da bilesigi
uretmek uzere eksprese edilebilir. Bu nedenle, polinukleotit, burada yer alan ogretiler
1Isiginda uygun sekilde degistirilmis, bilinen tekniklere uygun olarak, daha sonra
bulusun antikorunun ya da bilesiginin ekspresyonu ve uretimi icin uygun bir konakgi
hucreyi donusturmek icin kullanilan bir ekspresyon vektort olusturmak igin
kullanilabilir. Bu nevi teknikler arasinda US Patent No. 4,440,859; 4,530,901;
4,582,800; 4,677,063; 4,678,751; 4,704,362; 4,710,463; 4,757,006; 4,766,075; ve
4,810,648'da aciklananlar yer alir.

Polinukleotit, uygun bir konakgiya sokulmasi igin ok cesitli bagska DNA sekanslarini
birlestirilebilir. Tamamlayici DNA, konagin yapisina, DNA'nin konaga girme sekline

ve epizomal bakim ya da entegrasyonun istenip istenmedigine bagl olacaktir.

Genel olarak, polinukleotit, plazmit gibi bir ekspresyon vektorune uygun
oryantasyonda ve ekspresyon icin dogru okuma c¢ergevesine vyerlestirilir. Eger
gerekirse, DNA, istenen konakgl tarafindan taninan uygun transkripsiyonel ve geviri
duzenleyici kontrol nukleotit sekanslarina baglanabilir, ancak bu kontroller genellikle
ekspresyon vektorunde mevcuttur. Bu sayede, DNA eki uygun bir baslaticiya islevsel
olarak baglanabilir. Bakteriyel baslaticilar arasinda E. coli lad ve lacZ baglaticilan, T3
ve T7 baslaticilan, gpt baslaticilan, faj X PR ve PL baslaticilari, phoA baslaticisi ve
trp baslaticisi bulunur. Okaryotik baslaticilar CMV acil erken baglaticisi, HSV timidin
kinaz baglaticisi, erken ve ge¢c SV40 baglaticilari ve retroviral LTR baglaticilari igerir.
Diger uygun baslaticilar teknikte uzman kisiler tarafindan bilinecektir. Ekspresyon
yapilarn arzu edilen bir sekilde transkripsiyon baglatma ve sonlandirma igin ve
transkripsiyon yapilan bolgede, translasyon igin bir ribozom baglanma bolgesi
icerir.(Hastings et al, International Patent No. WO 98/16643, 23 Nisan 1998'de

yayinlanmistir)

Vektor daha sonra standart teknikler ile konakgiya sokulur. Genel olarak,
konakgilarin - tumu  vektor tarafindan  donusturulmeyecektir ve bu  nedenle
donusturulmus olan konakgl hucrelerin secilmesi gerekli olacaktir. Bir segim teknidi,
ekspresyon vektorune, donusturulmus olan hucrede secilebilir bir 6zelligi kodlayan,
gerekli herhangi bir kontrol 6gesine sahip bir DNA sekans isaretgisini dahil etmeyi
igerir. Bu isaretleyiciler, okaryotik hucre kulturu igin dihidrofolat reduktaz, G418 ya da
neomisin direnci ve E. coli ve diger bakterilerde kulturlemek igin tetrasiklin, kanamisin

va da ampisilin direng genleri icerir. Alternatif olarak, bu secilebilir 6zellik igin gen,
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arzu edilen konakgi hucreyi birlikte donusturmek icin kullanilan bagka bir vektor

uzerinde olabilir.

Rekombinant DNA tarafindan transforme edilmis olan konakgl hucreler daha sonra,
polipeptidin ekspresyonuna izin vermek icin burada aciklanan ogretiler 1s1ginda
teknikte uzman kisiler tarafindan bilinen uygun sartlar altinda yeterli bir sture boyunca
Kulturlenir.

Antikor ya da bilesik, amonyum sulfat ya da etanol cokeltme, asit ekstraksiyonu,
anyon ya da katyon degisim kromatografisi, fosfosuloz kromatografisi, hidrofobik
etkilesim kromatografisi, benzesim kromatografisi, hidroksilapatit kromatografisi ve
lektin kromatografisi dahil olmak tizere iyi bilinen metotlar ile rekombinant hiicre
Kulturlerinden geri kazanilabilir ve saflagtinlabilir. En ¢ok tercihen, saflastirma igin
yuksek perfarmansh sivi kromatografisi ("HPLC") kullanilir.

Yine ilave olarak burada tarif edilen, hucre hattina, burada tarif edilen bir eksojen
polintkleotit ya da vektdorun dahil edilmesinden kaynaklanan, bulusun herhangi bir
yonune ya da bir bilesigine gore bir antikor ya da bunun antijen baglayici bir
parcasini ureten stabil bir konakgi hucre hattidir.

Konakgl hucre prokaryotik ya da okaryotik olabilir. Bakteriyel hucreler tercih edilen
prokaryotik konakgr hucrelerdir ve tipik olarak, ornek olarak Bethesda Research
Laboratories Inc., Bethesda, MD, ABD'den temin edilebilen DH5, ve American Type
Culture Collection (ATTC) of Rockville, MD, ABD'den (No ATCC 31343) temin
ediebilen RR1 E. coli sarmallan gibi, tipik olarak Escherichia coli'nin bir sarmalidir.
Tercih edilen okaryotik konak¢l hucreler maya ve memeli hucrelerini, tercihen bir
fare, sigan, maymun ya da insan fibroblastik hucre hattindan olanlar gibi omurgali
hucrelerini igerir. Maya konakgi hucreleri arasinda, Stratagene Cloning Systems, La
Jolla, CA 92037, ABD'den temin edilebilen YPH499, YPHS500 ve YPHS01 bulunur.
Tercih edilen memeli konakgi hucreleri, ATCC'den CCL61 olarak temin edilebilen Cin
hamsteri yumurtalik (CHO) hucrelerini, ATCC'den CRL 1658 olarak temin edilebilen
NIH Isvigre fare embriyo hucreleri NIH/3T3'U ve ATCC'den CRL 1650 olarak temin
edilebilen maymun bobrek turevli COS-1 hucrelerini icerir.

Donusturulmus olan konukgu hucrelerin kendilerine ek olarak, mevcut agiklama ayni

zamanda bir kultur ortaminda bu hucrelerin bir kulturunu, tercihen bir monoklonal
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(klonal olarak homojen) bir kulturu ya da bir monoklonal kulturden turetilmis olan bir
kulturu de kapsar.

llave bir yonde, mevcut bulusg, bir farmasotik olarak kabul edilebilir olan ara maddeye,
yardimci maddeye, seyrelticiye ya da tasiyiciya sahip olan bir karisimin iginde,
bulusun herhangi bir yonune gére bir antikor ya da bunun antijen baglayici parcasini
iceren bir farmasotik bilesim/ formul, ya da bulusa gore bir polinukleotit, ya da bulusa

gore bir bilesik saglar.

"Farmasotik olarak kabul edilebilir" ifadesi ile formulasyonun steril ve pirojensiz
oldugu dahil edilmisgtir. Uygun farmasotik tasiwyicilar eczacilik alaninda iyi
bilinmektedir. Tasiyici (tasiyicilar), bulusun bilesigi ile uyumlu olmasi bakimindan
"kabul edilebilir® olmali ve alicilarina zarar vermemelidir. Tipik olarak, tasiyici
maddeler steril ya da pirojen icermeyen su ya da salin olacaktir; bununla birlikte,

diger kabul edilebilir tagiyicilar kullanilabilir.

Bir yapilanmada, bulusun farmasotik bilesimi/ formulu ilave olarak bir baska aktif
bilesen, yani bulusa ait antikor ya da bunun antijen baglayici parcasi disinda
terapotik olarak aktif bir madde icerebilir. Bir ya da daha fazla ilave aktif maddenin
farmasotik bilesimin/ formulunun hedeflenen hastaliga karsi etkinligini uygun sekilde
arttirabilecedi ongorulmektedir. Bir yapilanmada, diger aktif bilesen, doku izlerinin
azaltilmasinda, norofibrilli dolagsmalarin  azaltilmasinda ve/ veya kemoterapiye

direncin azaltilmasinda yer alan bir maddeden secilen terapotik bir madde olabilir.

Tercih edilen bir yapilanmada, farmasotik bilesim/ formul, bir hastaya intravenoz,
intramuskuler ya da deri alti uygulama igin formule edilebilir.

Farmasotik bilesim/ formulun, yukarida ve daha asagida tarif edilen cesitli kosullan
tedavi etmek icin etkili olan buluga ait antikor ya da antijen baglayici pargasinin bir

miktarini icermesi tercih edilir.

Bulusun bir baska yonu, bulusun herhangi bir yonune goére bir antikorunu ya da
bunun bir antijen bagdlayici pargcasini ya da bulusa gore bir polinukleotidi ya da bulusa
ait bir bilesidi; ve bir ya da daha fazla ilave madde igeren pargalarin bir kitini sadlar.
llave maddelerin yukarida tarif edilen diger aktif bilesenlerden herhangi biri ya da

baska herhangi bir uygun madde olabilecegi ongorulmektedir.

ilave olarak burada agiklanan, tipta kullanim icin bulusun herhangi bir yonune ya da
bunun bir polinukleotidine ya da bunun bir bilesigine, farmasotik bir bilesime/
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formulune ya da bulusun bir pargalarina ait kitine ait terapdtik olarak etkili bir

miktarda bir antikor ya da bunun antijen baglayici bir parcasidir.

TG2 acik bir sekilde cok islevli bir enzimdir ve nukleer stabilizasyon ve tasima [28,
29], endositoz [30, 31], GTPaz sinyal verme [32 ila 34 arasindakiler], Apoptoz [35,
36], hucre yapismasi [37 ila 39 arasindakiler], sitoskeletal butunluk [28, 29] ve ECM
stabilizasyonu [9] gibi ¢esitli hUcresel fonksiyonlara baglanmistir. Bir kiguk molekulltu
inhibitor, genel olarak hucre disi bosluda ve hucre ic kismina serbest erisime sahip
olduklart icin bu fonksiyonlarin tumune engel olabilir. Bir antikor hlicreye giremez ve
bu nedenle TG2'nin hucre igi rolleri, in vivo olarak uygulanan TG2'ye ozgu bir

antikordan etkilenmez.

Onemli olarak, TG2'nin patolojik rollerinin gogunun, doku yaralanmasi ve fibroz,
golyak hastaligi ve kanserdeki rolu gibi hucre disi oldugu gérulmektedir. Bu nedenle,
tipta TG2'vi secici bir sekilde baglayan bir antikor kullaniimasi, tedavinin arzu
edilmeyen yan etkilerine donusebilecek arzu edilmeyen hicre i¢i etkileri onleyen ek
bir secicilik derecesi getirecektir.

Bu nedenle, bulusa ait antikorlar ve bunlarn antijen baglayici pargalari daha
onceden mevcut olan ilaglara karsi, ornek olarak TG2'nin ECM proteinlerini capraz
bagladigi fibrotik ve skarlasma hastaliklarinda, ve gliadinin hiucre disi alanda
deamide edildigi ¢colyak hastahginda ve hucre yapismasinin koruyucu faktor oldugu
kanserde kemo direngte TG2'nin bloklanmasi gibi klinik avantajlari sunacaktir. ilave
olarak, bulusun kuguk antikor parcalari, ornek olarak Fab pargalan kan beyin
bariyerini gec¢ebilir ve beyindeki TG2'yi inhibe edebilir ve potansiyel olarak TG2

tutulumlu nérolojik patolojiler icin etkili tedaviler sunabilir.

Bu nedenle, burada daha fazla tarif edilen, buna ihtiyaci olan bir bireyde TG2
enziminin azaltlmasi ya da inhibe edilmesinde kullanim igin, bulusun herhangi bir
yonune gore bir antikoru ya da bunun antijen baglayici bir pargasini ya da bulusun bir
polinukleotidi ya da reduksiyonda kullanim icin bir bilesigi, farmasotik bilesimini/
formulu ya da bulusun parcalarinin Kitidir.

llave olarak burada agiklanan, ihtiyaci olan bir bireyde TG2 enzim aktivitesini

azaltmak veya inhibe etmek icin, bulusun herhangi bir yonune gére bir antikorunun

ya da bunun antijen baglayici bir pargasinin ya da bulusun bir polinukleotidinin ya da
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bir bilesiginin, farmasotik bilesiminin/ formulunun ya da buluga ait pargalarin kitinin bir

ilacin imalatinda kullaniimasidir.

Ayni zamanda burada tarif edilen, buna ihtiyaci olan bir bireyde TG2 enzim
aktivitesinin azaltilmasi ya da inhibe edilmesi olup, metot, bir antikorun ya da bunun
antijen baglayici bir parcasinin, ya da bir varyantinin, bulusun herhangi yonune gore
bir fuzyonunun ya da bunun turevinin ya da bulusun bir polinukleotidinin, ya da bir
bilesiginin, farmasotik bilesiminin/ formuluniin, ya da bulusun pargalarinin kitinin

hastaya uygulanmasi adimini igerir.

Burada ilave olarak agiklanan, bulusun herhangi bir yonune gore bir antikorun ya da
bunun antijen baglayici kisminin, ya da bulusun bir polinukleotidinin, bir bilegiginin,
farmasotik bilesiminin/ formulunun, ya da bulugun pargalarimin kitinin, sunlarin
tedavisi ve/ veya teshis edilmesinde kullanim igin farmasotik olarak etkili bir
miktandir: Colyak hastalid, anormal yara iyilesmesi, skarlagsma, skleroderma,
keloidler ve hipertrofik skarlar, okuler skar, inflamatuvar barsak hastahgi, makuler
dejenerasyon, Grave optalmopatisi, ilaca bagh ergotizm, sedef hastahgi, fibroz ile
ilgili hastaliklar (ornek olarak karaciger fibrozu, interstisyel akciger hastaligi ve fibrotik
akciger hastali§i gibi pulmoner fibroz, kardiyak fibroz, cilt fibrozu, miyelofibroz,
bobrek fibrozu, glomeruloskleroz ve tubulointerstisyel fibrozis), ateroskleroz,
restenoz, inflamatuvar hastaliklar, oto immun hastaliklar, norodejeneratif/ norolojik
hastaliklar (6rnek olarak Huntington Hastalgi, Alzheimer hastalidi, Parkinson
hastaligi, poliglutamin hastaligi, spinobulbar muskuler atrofi, dentatorubral-
pallidoluysian atrofisi, spinocerebellar ataksi 1, 2, 3, 6, 7 ve 12, rubropallidal atrofi,
spinocerebellar palsi) ve/ veya kanser (Li-Fraumeni sendromu ve sporadik glukolan
glikolan glikolan glikoblantoma, adenokarsinomalar, miyeloid losemi, akut
miyelojendz ldsemi, miyelodisplastik sendrom, miyeloproliferatif sendrom, jinekolojik

kanser, Kaposi sarkomu, Hansen hastalidi, kollajen kolit).

Ayni zamanda burada tarif edilen, bulusun herhangi bir yonune goére bir antikor ya da
bunun antijen baglayici parcasinin, ya da bulusun bir polinukleoitidinin, ya da bir
bilesidinin, farmasotik bilesiminin/ formulunun, ya da bulusun pargalarinin kitinin,
sunlarin tedavisi ve/ veya teshisi igin bir ilacin Uretiminde farmasotik olarak etkili bir
miktarinin  kullammidir:  Colyak hastaligi, anormal vyara iyilesmesi, skarlasma,
skleroderma, keloidler ve hipertrofik skarlar, okuler skar, inflamatuvar barsak

hastaligi, makuler dejenerasyon, Grave optalmopatisi, ilaca bagh ergotizm, sedef
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hastalid, fibroz ile ilgili hastaliklar (ornek olarak karaciger fibrozu, interstisyel akciger
hastaligi ve fibrotik akciger hastalidi gibi pulmoner fibroz, kardiyak fibroz, cilt fibrozu,
miyelofibroz, bobrek fibrozu, glomeruloskleroz ve tubulointerstisyel fibrozis),
ateroskleroz, restenoz, inflamatuvar hastaliklar, oto immun hastaliklar,
norodejeneratif/ norolojik hastaliklar (ornek olarak Huntington Hastaligi, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi, poliglutamin hastaligi, spinobulbar muskuler atrofi,
dentatorubral-pallidoluysian atrofisi, spinocerebellar ataksi 1, 2, 3, 6, 7 ve 12,
rubropallidal atrofi, spinocerebellar palsi) ve/ veya kanser {Li-Fraumeni sendromu ve
sporadik glukolan glikolan glikolan glikoblantoma, adenokarsinomalar, miyeloid
losemi, akut miyelojenoz losemi, miyelodisplastik sendrom, miyeloproliferatif

sendrom, jinekolojik kanser, Kaposi sarkomu, Hansen hastahgi, kollajen kolit).

Burada ilave olarak agiklanan, bir hastada Colyak hastaligi, anormal yara iyilesmesi,
skarlasma, skleroderma, keloidler ve hipertrofik skarlar, okuler skar, inflamatuvar
barsak hastaligi, makuler dejenerasyon, Grave optalmopatisi, ilaca bagh ergotizm,
sedef hastald, fibroz ile ilgili hastaliklar (drnek olarak karaciger fibrozu, interstisyel
akciger hastahd: ve fibrotik akciger hastaligi gibi pulmoner fibroz, kardiyak fibroz, cilt
fibrozu, miyelofibroz, bobrek fibrozu, glomeruloskleroz ve tubulointerstisyel fibrozis),
ateroskleroz, restenoz, inflamatuvar hastalklar, oto immun hastaliklar,
norodejeneratif/ norolojik hastaliklar (6rnek olarak Huntington Hastaligi, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastalidi, poliglutamin hastahdi, spinobulbar muskuler atrofi,
dentatorubral-pallidoluysian atrofisi, spinocerebellar ataksi 1, 2, 3, 6, 7 ve 12,
rubropallidal atrofi, spinocerebellar palsi) ve/ veya kanser {Li-Fraumeni sendromu ve
sporadik glukolan glikolan glikolan glikoblantoma, adenokarsinomalar, miyeloid
losemi, akut miyelojenoz l|osemi, miyelodisplastik sendrom, miyeloproliferatif
sendrom, jinekolojik kanser, Kaposi sarkomu, Hansen hastaligi, kollajen kolit)
tedavisi ve / veya teshisi icin bir metot olup, metot, bulusun herhangi bir yonunun bir
antikorunun ya da bunun antijen badlayici pargasinin, ya da bulugun bir
polinukleoitidinin, ya da bir bilesiginin, farmasotik bilesiminin/ formulunun, ya da
bulugun parcalannin kitinin farmasotik olarak etkili bir miktarinin hastaya verilmesini
igerir.

“Tedavi” ile hir denegin/ hastanin hem terapotik hem de profilaktik tedavisi kast
edilmektedir. "Profilaktik® terimi, burada agiklanan bir antikorun, ilacin, bilesigin,
bilesimin ya da kitin kullanimini kapsar; bu, bir bireyde, bir durumun ya da
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bozuklugun (6rnek olarak fibroz ile ilgili bir bozuklugun) olusmasi ya da gelismesi
olasihgini dnler ya da azaltir.

Hastanin bir insan olmasi tercih edilir ancak hasta tedaviden fayda saglayabilecek
baska bir memeli olabilir. Ornek olarak, hasta bir fare, bir sican, bir hamster, bir
tavsan, bir kedi, bir kopek, bir kegi, bir koyun, bir maymun ya da bir buyuk maymun
olabilir.

Burada kullanildid) sekli ile "terapotik olarak etkili miktar” ya da "etkili miktar" ya da
"terapotik olarak etkili”, verilen bir durum ve uygulama rejimi icin terapotik bir etki
saglayan miktan belirtir. Bu, gerekli katki maddesi ve seyreltici, yani bir tasiyici ya da
uygulama araci ile baglantih olarak arzu edilen terapodtik bir etki Uretmek Uzere
hesaplanan daha onceden belirlenmis olan bir aktif madde miktaridir. llave olarak,
konakginin aktivitesi, fonksiyonu ve yanitindaki klinik olarak onemli bir agig1 azaltmak
ya da onlemek igcin yeterli bir miktar anlamina gelmesi amaclanmigtir. Alternatif
olarak terapotik olarak etkili bir miktar, bir konakgida, ornek olarak bir memelideki

klinik agidan onemli bir durumda bir iyilesmeye neden olmak i¢cin yeterlidir.

Bulusun maddeleri (yani antikor, antijen baglayici parga, varyant, fuzyon ya da
turevi), ilaclar, bilesikler, farmasotik bilesimler/ formuller ve kitler, enjekte edilebilir bir
surekli salimh ilag verme sistemi kullanilarak verilebilir. Bunlar, enjeksiyon sikhgini
azaltmak icin 0zel olarak tasarlanmigtir. Bu nevi bir sistemin bir ornegi, enjekte
edildikten sonra, surekli bir siire boyunca yavas yavas rhGH salgilayan biyolojik
olarak pargalanabilen mikro kurelerde rekombinant insan buyume hormonunu (rhGH)
igine alan Nutropin Depodur. Tercihen, uygulama kas igi (im) ve/ veya deri altindan

(sc) vel/ veya damardan (iv) gergeklestirilir.

Bulusun maddeleri, ilaglari, bilesikleri, farmasaétik bilesimleri/ formulleri ve kitleri, ilac
dogrudan dogruya istenen bolgeye saliveren, cerrahi olarak yerlestirilmis bir cihaz
vasitasi ile uygulanabilir. Ornek olarak, Vitrasert, CMV retinitini tedavi etmek igin
gansikloviri dogrudan dogruya goézun icine birakir.Bu toksik maddenin hastalk
bolgesine dogrudan dogruya uygulanmasi ilacin onemli sistemik yan etkileri olmadan

etkili bir tedavi saglar.

Tercihen, mevcut bulusun ilaglan ve/ veya farmasotik bilegsimleri/ formulleri, aktif
bilesenin (bilesenlerin) gunluk bir dozu ya da birimini, gunluk alt dozu ya da uygun bir

kismini iceren bir birim dozajdir.
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Bulusa ait maddeler, ilaglar, bilesikler, farmasotik bilesimler ve kitler normal olarak,
farmasotik olarak kabul edilebilir bir dozaj formunda, istede bagh olarak toksik
olmayan bir organik formda aktif bileseni (bilesenleri} iceren farmasotik bir bilesim ya
da inorganik, asit ya da baz, ilave tuz formunda herhangi bir parenteral yol ile
uygulanabilir. Tedavi edilecek hastalifa ve hastanin yani sira uygulama yoluna bagli
olarak, bilegsimler cesitli dozlarda uygulanabilir.

insan terapisinde, bulusun maddeleri, ilaclari, bilesikleri, farmasotik bilesimleri/
formulleri ve Kkitleri tek baslarina uygulanabilir, ancak genel olarak amaglanan
uygulama yoluna ve standart farmasotik uygulamaya gore bir uygun farmasotik ara

madde, seyreltici ya da tasiyiciya sahip olan bir karisim icerisinde uygulanir.

Bulusun maddeleri, ilaglan, bilesikleri, farmasotik bilesimleri/ formulleri ve kitleri
parenteral olarak, ornek olarak intravenoz, intraarteryel, intraperitoneal, intraekal, kas
ici ya da deri alti olarak verilebilir ya da infuzyon teknikleri vasitasi ile uygulanabilir.
En iyi sekilde, diger maddeleri igerebilen steril bir sulu ¢dzelti formunda kullanilr,
ormek olarak cozeltiyi kan ile izotonik hale getirmek i¢cin yeterli olan tuzlar ya da
glikoz. Sulu ¢ozeltiler, eger gerekirse, uygun sekilde tamponlanmahdir (tercihen 3 ila
9 arasinda bir pH'a).Steril kosullar altinda uygun parenteral formulasyonlarin
hazirlanmasi, teknikte uzman kisiler tarafindan iyi bilinen standart farmasotik

teknikler ile kolay bir sekilde gerceklestirilir.

Parenteral icin uygun ilaglar ve farmasotik bilesimler arasinda, antioksidanlar,
tamponlar, bakteriyostatlar ve formulasyonu istenen alhcinin kani ile izotonik kilan
gozuculer ihtiva edebilen sulu ve sulu olmayan steril enjeksiyon g¢ozeltileri; ve
suspanse edici maddeler ve koyulastirici maddeler icerebilen sulu ve susuz steril
suspansiyonlar yer alir. llaglar ve farmasotik bilesimler, birim dozlu ya da ¢ok dozlu
kaplarda, ornek olarak sizdirmaz ampuller ve flakonlar halinde sunulabilir ve sadece
kullanimdan hemen once steril sivi tasiyicinin eklenmesini gerektiren, érnek olarak
enjeksiyonlar igin su gibi, dondurularak kurutulmus (liyofilize) bir durumda
depolanabilir. Ekstamporane enjeksiyon solusyonlan ve suspansiyonlari, daha once

tarif edilen turden steril tozlar, granuller ve tabletlerden hazirlanabilir.

insan hastalara parenteral uygulama igin, bulusun maddelerinin, ilaglarinin ve
farmasotik bilesimlerinin gunluk dozaj seviyesi genellikle tekli ya da bolunmus
dozlarda uygulanan yetigkin bagina gunde 1 pg ila 10 mg arasinda olacaktir.
Herhangi bir olayda doktor, herhangi bir hasta icin en uygun olacak olan gergek dozu
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belirleyecektir ve bu, belirli bir hastanin yasi, kilosu ve yaniti ile degisecektir.
Yukaridaki dozajlar ortalama bir durum igin ornek niteligindedir. Elbette, daha yuksek
ya da daha dusuk dozaj araliklarinin gerekli oldugu munferit durumlar olabilir ve

bunlar bu bulusun kapsami dahilindedir.

Tipik olarak, bulusun ilaglan, farmasotik bilesimleri/ formulleri ve kitleri, bulusun
maddesini, yaklasik olarak 2 mg/ml ila 150 mg/ml arasinda ya da yaklasik 2 mg/ml ila
200 mg/ml arasinda bir konsantrasyonda icerecektir. Tercih edilen bir yapilanmada,
bulusun ilaclan, farmasotik bilesimleri/ formulleri ve Kkitleri, bulusun maddesini 10

mg/ml'lik bir konsantrasyonda icerecektir.

Genel olarak insanlarda, maddelerin, ilaglann, bilesiklerin, farmasotik bilesimlerin/

formullerin ve kitlerin parenteral uygulamasi en uygun olan tercih edilen yoldur.

Veteriner kullanimi igin, bulusun maddeleri, ilaglar, bilesikleri, farmasotik bilesimleri/
formulleri ve Kkitleri, normal veterinerlik uygulamasina uygun olarak uygun bir
formulasyon olarak uygulanir ve veteriner hekim, belirli bir hayvan igin en uygun olan

dozaj rejimini ve uygulanacak uygulama yolunu belirleyecektir.

Mevcut bulus ayni zamanda, mevcut bulugsun polipeptit baglayict kisimlarinin
farmasotik olarak kabul edilebilir asit ya da baz ilave tuzlarini iceren farmasotik
bilesimleri/ formulleri de igcerir. Bu bulusta yararli olan yukarida bahsedilmis olan baz
bilesiklerin farmasotik olarak kabul edilebilir asit ilavesi tuzlanm hazirlamak igin
kullanilan asitler, digerlerinin arasindan, toksik olmayan asit ilavesi tuzlarini, yani
hidroklorur, hidrobromur, asetat, laktat, sitrat, tartrat, bitartrat, suksinat, maleat,
fumarat, glukonat, sakarrat, benzoat, metansulfonat, etansulfonat, benzensulfonat, p-
toluensulfonat ve pamoat [yani 1,1-metilen-bis- (2-hidroksi-3 naftoat)] tuzlar gibi

farmakolojik olarak kabul edilebilir olan anyonlari iceren tuzlar olusturanlardir.

Farmasotik olarak kabul edilebilir baz ilave tuzlar ayni zamanda mevcut bulusa gore
maddelerin (yani bunlarin antikor ya da bunun antijen badlayici pargalarin)
farmasotik olarak kabul edilebilir tuz formlarini uretmek icin kullanilabilir.

Dogasi geredi asidik olan mevcut maddelerin farmasotik olarak kabul edilebilir baz
tuzlarini hazirlamak icin reaktifler olarak kullanilabilecek kimyasal bazlar, bu tur
bilesiklerle toksik olmayan baz tuzlari olusturanlardir. Bu gibi toksik olmayan baz
tuzlari, digerlerinin arasinda, bunlar ile simirh olmamak kaydi ile, alkali metal

katyonlari (ornek olarak potasyum ve sodyum) ve alkalin toprak metal katyonlari
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(ornek olarak kalsiyum ve magnezyum), N-metilglukamin- (meglumin) ve dusuk
alkanolamonyum ve farmasotik olarak kabul edilebilir organik aminlerin diger baz
tuzlar gibi amonyum ya da suda g¢ozunebilir amin ilave tuzlarn gibi bu nevi

farmakolojik olarak kabul edilebilir olan katyonlardan turetilmis olanlari icerir.

Bulusa ait maddeler ve/ veya polipeptit baglama kisimlan, depolama icin liyofilize
edilebilir ve kullanimdan once uygun bir tasiyicida sulandirilabilir. Herhangi bir uygun
liyofilizasyon metodu (ornek olarak, spreyle kurutma, kekle kurutma) ve/ veya
sulandirma teknikleri kullanilabilir. Teknikte uzman kisiler tarafindan, liyofilizasyon ve
sulandirma isleminin cesitli derecelerde antikor aktivite kaybina yol agabilecegi
(ornek olarak, geleneksel immuno globulinlerde, IgM antikorlarinin 1gG
antikorlarindan daha buyuk aktivite kaybina sahip olma egiliminde oldugu) ve telafi
etmek icin kullamim seviyelerinin yukari dogru ayarlanmasi gerekebilecedi takdir
edilecektir. Bir duzenekte liyofilize edilmis clan (dondurularak kurutulmus) polipeptit
baglayici kisim yeniden sulandinldidi zaman, aktivitesinin (liyofilizasyon dncesindeki)
yaklagik olarak % 20'den daha fazla olmayan, ya da yaklasik olarak % 25'ten daha
fazla olmayan, ya da yaklasik olarak % 30'dan daha fazla olmayan, ya da yaklasik
olarak % 35'ten daha fazla olmayan, ya da yaklasik olarak % 40'tan daha fazla
olmayan, ya da yaklasik olarak % 45'ten daha fazla olmayan, ya da yaklasik olarak

% 50'den daha fazla olmayan oranini kaybeder.

Tercihen, bulusg, bir antikor, bilesik, farmasotik bilegsimler/ formuller, kit, kullanim ya
da metot sunmakta olup, icerisinde antikor ya da bunun antijen baglayici pargasinin
etkili miktari, antikor ya da bunun antijen baglayici parcasinin yaklasik olarak 0.0001

mg/kg ila 50 mg/kg'si arasindadr.

Teknikte uzman kisiler tarafindan takdir edildigi gibi, bir bilesigin kesin miktari spesifik
aktivitesine badlh olarak degisebilir. Uygun dozaj miktarlan, gerekli seyreltici ile
baglantili olarak arzu edilen terapotik etkiyi uretmek uzere hesaplanan daha onceden
belirlenmis olan bir miktarda aktif bilesim icerebilir. Bulusun bilesimlerinin Uretiminde
metot ve kullanimda, aktif bilesenin terapotik olarak etkili bir miktan saglanir. Bir
terapotik olarak etkili miktar, teknikte iyi bilindigi sekilde, teknikte siradan uzmanhga
sahip olan tibbi ya da veteriner calisan tarafindan, yas, agirhk, cinsiyet, durum,
komplikasyonlar, oteki hastaliklar ve benzeri gibi hasta ozelliklerine dayanarak
belirlenebilir.
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Bulugun ilave bir yonu, TG2 enzim aktivitesinin in vitro olarak azaltimasinin ya da
inhibe edilmesinin bir metodunu saglamakta olup, metot metodun herhangi bir
yonune gore bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasini, ya da bulusa gore
bir polinukleotidi, ya da bulusun bir bilesigini ya da kitini TG2 igceren bir numuneye

vermeyi icerir.

"Numune” uygun bir kaynaktan, ornek olarak bir memeli kaynagindan elde edilen
herhangi bir numune olabilir. Ornek olarak, numune, TG2'yi iceren bir doku ya da
hiicre numunesi olabilir. Ornek dokular, bir hastanin beyninden, gastrointestinal
sistemden, akcigerden, pankreastan, karacijerden, deriden, bobrekten, gozden,
kalpten, kan damarlarindan, lenf dugumlerinden, omurga ve iskelet ya da duz kastan

elde edilen dokular icerir.

Ayni zamanda burada tarif edilen, ihtiyaci olan bir bireyde TG2 enzim aktivitesini
azaltmak ya da inhibe etmek icin bir metot olup, metot, bir antikoru ya da bunun
antijen baglayici bir pargasim kodlayan etkili bir miktarda polinukleotidin bireye

verilmesini igerir.

llave olarak burada tarif edilen, ihtiyaci olan bir bireyde TG2 enzim aktivitesinin
azaltilmasi ya da inhibe edilmesi igin bir ilacin Uretiminde, bulusun herhangi bir
yonune gore bir antikor ya da bunun antijen baglayici parcasini kodlayan bir

polintkleotidin kullanimidir.

Bulug ayni zamanda, TG2 enzim aktivitesini azaltmak ya da inhibe etmek i¢in in vitro
bir metot sunmakta olup, metot, bulusun herhangi bir yonune gore bir antikoru ya da
bunun antijen baglayici bir pargasini kodlayan bir polinukleotidin TG2 igceren bir
numuneye, ornek olarak TG2 iceren bir doku ya da hucre numunesine verilmesini
igerir.

Ayni zamanda burada aciklanan, bulusa gore bir antikor ya da antijen baglayici bir
parcasini, ya da bulusa gore antikor ya da antijen baglayici pargasini iceren bulusun
bir bilesigini uretmek icin metot olup, metot bulusun bir polinukleotidinin eksprese
edilmesini ya da burada tarif edilen bir kararh konakgt hucre hattinin kulturlenmesini
igerir.

Burada tarif edilen, bir transglutaminazi segici olarak baglayan bir antikor ya da
bunun antijen baglayici pargasinin segilmesinin  bir metodunu olup, metot,
transglutaminaz gekirdek bolgesini/ katalitik etki alanini igceren fakat bir
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transglutaminaz varilini ya da sandvi¢ etki alanini igcermeyen bir polipeptidi secici
olarak baglayan bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasini segmenin adimini
icerir.

Burada tarif edilen bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargcasini, ya da bir
antikor ya da bunun antijen bhaglayici parcasini iceren bir bilesidi secmenin bir
metodu olup, metot insan TG2'si ya da bunun bir pargasinin 143 ila 473 arasindaki
amino asitlerinin polipeptit sekanslarindan olusan bir polipeptit sekansini secici
olarak badlayan bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasini secmenin adimini
igerir.

Metot, antikor faj gosterimi kullanilarak gergeklestirilebilir. Antikorun ya da bunun
antijen bagdlayici pargasinin, transglutaminaz proteininin katalitik aktivitesini inhibe
eden inhibe edici bir antikor olmasi tercih edilir.

llave olarak burada tarif edilen, bir transglutaminaz proteinini segici olarak baglayan
bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasini uretmenin bir metodu olup, metot

bir insan olmayan hayvana asagidakileri iceren bir bilesigin verilmesini icerir:

i) bir transglutaminaz cekirdek bolgesi/ katalitik etki alani iceren ancak bir
transglutaminaz varil ya da sandvic etki alani ya da bunun bir pargasin
icermeyen bir polipeptit; ve istege bagl olarak

i) bir yardimci madde.

Bir transglutaminaz c¢ekirdek bolgesi/ katalitik etki alani igeren ancak bir
transglutaminaz varil ya da sandvig etki alani igcermeyen polipeptidin yukarida
agiklanan katalitik triadi ve istege bagh olarak transglutaminaz proteininin GTP
baglanma bolgesini icerecedi ongorulmektedir.

Metot ilave olarak bir transglutaminaz proteinine secici baglanmasi temelinde bir

antikor ya da bunun antijen baglayici bir pargasini segcme adimini icerebilir.

Burada tarif edilen, bir transglutaminaz proteinin secici olarak baglayan bir antikor ya
da bunun antijen baglayici pargasini, segmenin bir metodu olup, metot insan TG2'si
ya da bunun bir pargasinin 143 ila 473 arasindaki amino asitlerinin polipeptit
sekanslarindan olusan bir polipeptit sekansini segici olarak baglayan bir antikor ya da

bunun antijen baglayici pargasini segcmenin adimini icerir.
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Burada tarif edilen, bir insan olmayan hayvana asagdidakiler iceren bir bilesidi vermeyi

igeren bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasini uretmenin bir metodudur:

i) insan TG2'sinin 143 ila 473 arasindaki amino asitlerinin polipeptit sekansindan
ya da bunun bir pargasindan olusan bir polipeptit sekansi; ve istege bagh
olarak,

i) hir yardimci madde.

Metot ilave olarak TG2 proteinine, 6rnek olarak insan TG2'sine secici baglanmasi
temelinde bir antikor ya da bunun antijen badlayici bir parcasini secme adimini

igerebilir.

llave olarak burada tarif edilen, bir antikor ya da bunun antijen baglayici pargasinin
uretilmesi ya da segilmesi icin 0nceki metotlardan herhangi biri ile elde edilebilen bir
antikor ya da antijen baglayici pargasidir.

"Yardimci madde” ile, alicinin bulusun polipeptidine immun yanitini artiran herhangi
bir farmakolojik ya da immunolojik madde kastedilmektedir. Badisiklik sisteminin
hedef antijene tepkisini uyarmak icin asilara immunolojik yardimer maddeler ilave
edilir, fakat bunlar kendi baslarina bagisiklik kazandirmazlar. Yardimcir maddelerin
ornekleri arasinda yag emulsiyonlari, aluminyum tuzlan gibi inorganik bilesikler,
ornek olarak aluminyum hidroksit ya da aluminyum fosfat, Skualen gibi organik
bilesikler, virozomlar ya da teknikte uzman bir kimsenin anlayabilecedi herhangi bir
uygun bilesik ya da bilesikler bulunur.

Burada tarif edilen, asagidakilerden olugan izole edilmis olan bir polipeptiddir:

1) insan TG2'nin 143 ila 473 arasindaki amino asitlerinin polipeptit sekansi;
i) insan TG2'sinin 304 ila 326 arasindaki amino asitlerin polipeptit sekansi;
i) insan TG2'nin 351 ila 365 arasindaki amino asitlerinin polipeptit sekansi;
iv) insan TG2'sinin 450 ila 467 arasindaki amino asit polipeptit sekansi; ya da
bunun bir parcasi, tUrevi ya da polipeptit taklidi.
Ayni zamanda tarif edilen, hemen dnceki yonun polipeptidini kodlayan izole edilmis

olan bir polinukleotidir.

Burada tarif edilen tarifnameye ve sekillere atifta bulunularak buyuk dlgcude burada
tarif edildigi gibi TG2 aktivitesi ile baglantili bir durumun tedavisinde kullanim igin bir

antikor ya da bunun antijen baglayici bir pargasidir.
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Burada tarif edilen, buyuk dlgude tarifnameye ve sekillere referans ile burada tarif
edildidi gibi bir antikor ya da bunun antijen baglayici bir parcasimin kullanimidir.

Burada ve ekli istemlerde kullanildi§i sekli ile, "bir", "bir" ve "belirli bir" formlari,
baglam agikga aksini gerektirmedikge ¢cogul formlar da kapsamaktadir. Bu nedenle
ornek olarak "bir antikor"a yapilan atif, bu tur antikorlarin bir cogunu icerir ve "dozaj'a
yapilan atif, teknikte uzman kigiler tarafindan bilinen bir ya da daha fazla doza ve es

degerlerine atif icerir ve bu sekilde.

Bulus simdi asagidaki sinirlayici olmayan Sekillere ve Orneklere referans ile daha

ayrintilh olarak agiklanacaktir.
Sekil 1: Bir insan TG2 rekombinant proteinin Uretilmesi

A: TG2 katalitik cekirdek cDNA, pClineo-hTG2 vektorunden PCR ile uretilmistir ve
pET 21a plazmidine yerlestirilmistir. E. Coli'deki yukseltimenin ardindan bu, TG2
gekirdedi cDNA'sini salmak ve % 1 Agaroz jeli (hat 3) Uzerinde galistirmak igin Nhe |
ve Hind Il ile sindirilmistir. Bantlar, 100 bp'lik bir merdivene (hat 1) ve bir A DNA
molekuler agirlik isaretleyicisine (Hat 2) referans alinarak boyutlandiriimistir.

B: E. coli susu BL21-CodonPlus-(DE3)-RIPL'yi donusturmek icin pET21a TG2
gekirdek vektoru kullanilmistir. Ekspresyon, 4 saat boyunca IPTG kullanilarak
induklenmistir. TG2 c¢ekirdek proteini, santrifujleme ile lizatlardan geri kazanilan
gozunmeyen cisimler olusturmustur. Bunlar yeniden ¢dzulmustur ve 37 kDa His
etiketli TG2 ¢ekirdedi bir nikel kolonunda saflastinimistir. 10 ng SDS-PAGE ile
ayrnilmigtir, bati lekeli ve bir hassas arti molekuler agirlik isaretleyicisine (hat 1)
referans ile CUB7402 anti TG2 antikoru (hat 2) ile problanmistir.

Sekil 2: RhTG2 gekirdek proteinine farelerde imminolojik Yanit

A: Test kanamalari, birinci asilamadan sonraki 45. gunde ve ikinci takviyeden 10 gun
sonra 4 katalitik cekirdek ile bagisiklik kazandirilmis olan fareden alinmigtir. Serum
seri olarak seyreltiimistir ve immobilize edilmis olan TG2 ¢ekirdek proteinine karsi
ELISA ile reaktivite kontrol edilmistir.

B: Reaktivitesi, insan rh TG2 ve rh TG2 katalitik cekirdek etki alanina kars| taranarak
da kontrol edilmistir. 20, 40, 80 ng protein, SDS PAGE ile parcalanmistir ve, bir
PVDF membrani Uzerinde bati blotlanmigtir. Bu, 1:1000 serum seyreltisi ile immuno

probe edilmistir. Antikor badlanmasi, anti fare y zinciri spesifik HRP kullanilarak
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ortaya gikmistir. Bir kesinlik ve arti agirlik referansi icin molekuler agirlik isaretleyicisi

kullanilmigtir.
Sekil 3: TG ailesi uyelerine karsi hibridom reaktivitesi

A: ELISA, TG2'ye iyi reaktivite sergileyen 109 hibridom supernatantinda TG tipi
ozgullugunu belirlemek icin rekombinant TG'ler ile (100 ng/kuyucuk) kaplanmis
plakalar kullanilarak gergeklestiriimistir. Antikor baglanmasi, anti fare y zinciri spesifik
HRP kullanilarak ortaya cikmistir. Tarananlarin rasgele bir se¢imi, capraz reaktivite

gosteren EF4, CG9 ve FD8 dahil olmak Uzere gosterilmistir.

B: Secilen dokuz hibridom cift klonlanmistir. 1gG saflastinlmistir ve rekombinant
insan TG1, TG2, TG3, TG7 ve Faktor Xllla'va karsi reaktiflik acisindan test edilmistir
ve her TG'nin 100 ng'si ile kaplanmis plakali ELISA kullanmimistir. Veriler, 3 ayn
ELISA £ SEM'den ortalama OD degerini temsil eder.

Faktor Xllla, grafiklerde TG13 olarak belirtilmistir.
Sekil 4: TG2'ye karsi inhibe edici aktiviteye sahip olan hibridom tanimlanmasi

TG2'ye ozgu olan 32 hibridom kuyucugundan sartlandinlmis ortam, 3H putresin
ekleme deneyi kullanilarak 100 ng rhTG2 aktivitesi Uzerindeki etkileri icin taranmistir.
Kimyasal tava TG2 inhibitoru 1,3-Dimetil-2- [(2-okso-propil)tiyo] imidazolyum klorit,
inhibisyon icin pozitif bir kontrol olarak kullanilmistir. RPMI (kosullandirnimamis olan
ortam) negatif kontrol kullanilmistir. Kargilastirma icin Quark biyoteknolojisi ile pilotluk
yapan 500 ng TG2 inhibitor antikor dahil edilmistir. Veriler, ¢ift £+ SEM'de yapilan en
az ug¢ deneyden 30 dakika icinde birlestirilen ortalama CPM'yi temsil eder. Gri renkte

gosterilen gubuklar, onemli TG2 inhibisyonunu gosterir (p <0.05).
Sekil 5: inhibitor Antikor Epitoplarinin Haritalanmasi.

Her inhibitdr monoklonal antikor, bir ELISA plakasina baglanmistir ve bir insan TG2
faj kutuphanesine karsi panlanmistir. Antikora faj baglanmasi kurtarilmistir,
buyutulmustur ve 4 tur daha panlama islemine tabi tutulmustur. Faj icerisindeki TG2
kutuphanesi parcalan daha sonra sekanslanmistir ve her antikor igin epitopu
belirlemek icin ortusen sekanslar kullaniimistir. Antikorlar arasindaki ortak sekanslar
daha sonra belirli bir inhibitor epitopu igin konsensus sekansi ve buna gore
gruplanmis olan antikorlar belirlemek icin kullanimistir. 3 inhibitor epitop

tanimlanmistir.
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Sekil 6: TG2 katalitik Cekirdegi ile inhibitor Epitoplarin Yapisal Yeri

TG2 amino asit sekansi Pymol'e girilmistir ve agik, Ca?" aktif halde, varsayilan
kalsiyum baglama bolgeleri (turkuaz) ve referans icin gosterilen katalitik triad (gri) ile
olusturulan yapinin 3B grafiksel gosterimi (sol panel) Konsensus inhibitor epitoplan
daha sonra mavi (Antikor grubu 1 - AB1 bolgesi), kirmizi (antikor grubu 2 - DF4
bodlgesi) ve san (antikor grubu 3, DD9 bolgesi) eklenmisgtir.

Sekil 7: inhibitor antikorlarin VL Sekansi

Her bir inhibitor hibridomdan RNA, VH genlerini buyutmek igin bir dejenere FRA1
primerleri, MH1 ve MH2 primerleri ve 3 sabit bolge primerleri kullanilarak PCR ile
ekstre edilmistir, ters transkripte edilmistir ve cogdaltiimistir. Elde edilen VH ve VK

sekanslari AB1 igin gosterilmistir.
Sekil 8.AB1'in bir hicre homojenatinda TG2 aktivitesini inhibe etme etkinligi

A: Hep2G hucreleri ¢ozunmustur ve proteinin 45 ug'si 20 dakika boyunca AB1, DHZ2,
DD9, BB7, DC1 ve EH6'dan gelen 1gG'nin 750 ng'si ile karistirnlmistir. Bu daha sonra
1 saatten fazla dérnekleme ile 3H Putresin dahil TG aktivite deneyi kullanilarak test
edilmistir. Reaksiyon orani hesaplanmistir ve rastgele bir antikor ile (MAB002) inkube
edilen ayni lizatin bir ylzdesi olarak ifade edilmistir. Veriler, iki kopya halinde yapilan

2 ayri deneyden elde edilen ortalama yuzde inhibisyon + SEM'i temsil eder. * p <0.05

B: HepG2 hucreleri, TG2 ekspresyonunu duzenlemek igin 96 saat boyunca artan
glukoz konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Hucreler toplanmigtir, gozunmugtur
ve SDS-PAGE ile pargalanan 25 ug lizat, bati lekelenmistir ve daha sonra bir
kemiluminesan ug¢ noktasi kullanilarak bir Ing/ml AB1 1gG ¢ozeltisi ile immuno

probelanmistir.
Sekil 9.(Tablo 1): TG2 inhibitor antikorlar igin kargilagtirmali IC50 degerleri

Insan, sican ve fareye karsi her antikor icin bir IC50 degerini belirlemek icin 3H
Putresin tahlili kullanilmistir. 100 ng insan TG2 ya da 25 ng fare ve sigan TG2,
reaksiyon karisimmin 10 ul'sinde saatte yaklasik 3000 cpm Putresin ilave edilen bir
reaksiyon olusturmak icin kullanilimistir. Her antikorun seri seyreltmeleri daha sonra
reaksiyon kansimina 500 ng (5ug/ml nihai konsantrasyon) eklenmesinden
baslanarak uygulanmistir ve reaksiyonu aktive etmeden dnce 20 dakika boyunca

TG2 ile inkube edilmigtir. IC50 degerleri, enzimatik reaksiyon oraninin, grafik panel
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prizmasina uygun bir edri kullanilarak % 50 oraninda azaltildigi konsantrasyonun
belirlenmesi ile hesaplanmistir. Degerler, 1 ng TG2'yi inhibe edecek olan reaksiyonda

mg/ml cinsinden IgG miktari olarak ifade edilir.

Sekil 10: TG2 inhibisyonuna yanit olarak HK2 hucrelerinde hucre disi TG

aktivitesi.

HK2 hucreleri fibronektin Uzerine kaplanmistir ve 2 saat boyunca 0.1 M biyotin
kadaverinin varliinda 4ng/pl insan anti TG2 antikoru (AB1) (kisim A}, 4ng/ul insan
anti TG2 antikoru {DC1) (B kismi} ya da bolgeye 6zgi pan TG inhibitora 1,3-Dimetil-2
- [(2-okso-propil)tiyo] imidazolyum klorurun 400 pM'si ile inkube edilmistir. Hucre disi
TG aktivitesi, biyotin kadaverinin, fibrovektin icerisine katilmasi ile olgulmus,
ekstravadin HRP ve bir TMB substrati kullanilarak ortaya konmustur. Optik
yogunluktaki degisiklikler, 96 kuyucuklu bir plaka okuyucusunda 450nm'de
olgulmustur. Veriler, her deney grubu igin n = 6 kuyucuk olan 1 mg hucre proteinine
duzeltimis 450 nm'de ortalama OD'yi temsil eder.

Sekil 11: TG2 inhibisyonunun AB1 antikoru ile Quark'in TG2 inhibitor
antikorunun bir *H putresin ekleme deneyi kullanilarak bir fab parcasi ile

karsilastirilmasi

hTG2'nin 100 ng'si TG2 aktivitesi icin, 3H Putresinin dimetilkazein icerisine 60
dakikalk bir periyot boyunca ya W02006/100679'da Quark tarafindan tarif edilen ve
Sheffield Universitesinde sentezlenmis olan bir antikorun bir fab pargasinin 1 pg'sinin
ile ya da AB1'in 500 ng'sinin eklenmesi sureti ile dahil edilmesine dayanilarak tahlil
edilmigtir. Veriler, iki kopya halinde yapilan 3 bagimsiz deneyden *H putresininin

(CPM) £ SEM'in dahil edilmesi ile ortalama TG aktivitesini temsil eder.

Sekil 12: TG2 inhibisyonunun AB1 antikoru ile Quark'in TG2 inhibitor
antikorunun bir *H putresin ekleme deneyi kullanilarak bir fab pargasi ile ylzde

karsilastiriimasi

Sekil 11'den elde edilen veriler alternatif olarak AB1 ve Quark antikor fab pargasinin
uygulanmasi sureti ile TG2 aktivitesinin nispi karsilastirmal yikimini gostermek igin

her bir zaman noktasinda TG aktivitesinin yuzdesi olarak ifade edilir.

Sekil 13: TG2 inhibisyonunun AB1 antikorunun Quark’in TG2 inhibitor
antikorunun bir 3H putresin ekleme deneyi kullanilarak bir rekombinant sigan
IgG'si ile karsilagtiriimasi
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hTG2nin 100 ng'si TG2 aktivitesi igin, 3H Putresinin dimetilkazein igerisine 60
dakikahlk bir periyot boyunca ya W02006/100679'da Quark tarafindan tarif edilen ve
Medical Research Council Technology'de sentezlenmis olan bir TG2 inhibitor
antikorun bir rekombinant sigan versiyonun 500 ng'sinin ile ya da AB1'in 500 ng'sinin
eklenmesi sureti ile dahil edilmesine dayanilarak tahlil edilmistir. Veriler, iki kopya
halinde yapilan 3 badimsiz deneyden 3H putresininin (CPM) + SEM'in dahil edilmesi

ile ortalama TG aktivitesini temsil eder.

Sekil 14: TG2 inhibisyonunun AB1 antikorunun Quark'in TG2 inhibitor
antikorunun bir 3H putresin ekleme deneyi kullanilarak bir rekombinant sigan

IgG'si ile yuzde karsilastiriimasi

Sekil 13'ten elde edilen veriler alternatif olarak AB1 ve Quark rekombinant sican
IgG'sinin uygulanmasi sureti ile TG2 aktivitesinin nispi karsilagtirmali  yikimini
gbdstermek icin her bir zaman noktasinda TG aktivitesinin yuzdesi olarak ifade edilir.

Sekil 15: AB1'in HK2 hucrelerinde ECM duzeylerine etkisi

HK-2 hucrelerinde olgun kollajen seviyeleri, *H prolinin ECM'ye, TG2 inhibitor antikor
AB1 ilaveli ya da ilavesiz olarak 76 saatlik bir sure icerisinde dahil ediimesi ile
olculmustur. Veriler, igslenmemis hucrelerde + SEM'de ortalama seviyenin bir yuzdesi
olarak ifade edilen mg hucresel protein basina 2H prolinin dahil edilmesini temsil

eder. n = 2'dir.

Sekil 16: Insanlastinimis antikor versiyonlarinin baglanma ELISA's1.

Insanlastinimis hafif zincirlerin ve agir zincir vektorlerinin farkli kombinasyonlari ile
birlikte transfekte edilen HEK293F hucrelerinden alinan supernatantlar,
konsantrasyonun belirlenmesi ve bir anti huTG2 ELISA'da bir anti insan IgG
ELISA'sinda test edilmistir. Her supernatant, u¢ kopya halinde test edilmistir ve
IC50Q'ler belirlenmistir. En guglt kombinasyon ilave ¢alismalar icin ve aday

insanlastinimis antikor olarak secilmistir.
Sekil 17: MRC Quark CTD190'in insan Tg2'sinde ELISA ile test edilmesi.

96 kuyucuklu plakalar, gece boyunca karbonat tamponu igcinde hTG2 (1 pg/ml) ile
kaplanmigtir ve 100 ng/ml primer antikor kullanilarak ELISA saptama yapilmistir.
Tespit CUB igin anti fare 1gG (SIGMA 3673) ve Quark igin anti sican 1gG (SIGMA
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A5795) (her ikisi de 1:5000) kullanilarak gergeklestiriimistir. MRC T tarafindan
yapilan Quark antikoru, insan TG2 ile reaksiyona girer.

Sekil 18: AB1 hibridomundan RNA, agir zincir sabit bolge primer MHCG1 ile
dejenere sinyal sekansi primer MHV4 kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit
bolge primer MKC ile dejenere sinyal sekansi primer MKV4 kullanilarak PCR ile
ekstre edilmigstir, ters transkripte edilmistir ve gogaltilmistir. Elde edilen VH ve VK

sekanslari gosterilmistir.

Sekil 19: BB7 hibridomundan RNA, adir zincir sabit bolge primer MHCG1 ile
dejenere sinyal sekansi primer MHV4 kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit
bolge primer MKC ile dejenere sinyal sekansi primer MKV4 kullanilarak PCR ile
ekstre edilmistir, ters transkripte edilmistir ve godaltiimistir. Elde edilen VH ve VK
sekanslar gosterilmistir.

Sekil 20: DC1 hibridomundan RNA, agir zincir sabit bodlge primer MHCG1 ile
dejenere sinyal sekansi primer MHV4 kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit
bolge primer MKC ile dejenere sinyal sekansi primer MKV4 kullanilarak PCR ile
ekstre edilmistir, ters transkripte edilmistir ve cogaltiimistir. Elde edilen VH ve VK

sekanslari gosterilmistir.

Sekil 21: JE12 hibridomundan RNA, adir zincir sabit bolge primer MHCGH1 ile bir 5'
RACE PCR kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit bolge primer MKC ile sinyal
sekansi primer MKV1 kullanilarak PCR ile ekstre edilmistir, ters transkripte edilmistir
ve gogaltimistir. Elde edilen VH ve VK sekanslari gosterilmistir.

Sekil 22: EH6 hibridomundan RNA, adir zincir sabit bélge primer MHCGG ile bir &'
RACE PCR kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit bolge primer MKC ile sinyal
sekansi primer MKV1 kullanilarak PCR ile ekstre edilmistir, ters transkripte edilmistir

ve cogaltiimistir. Elde edilen VH ve VK sekanslari gosterilmistir.

Sekil 23: AG9 hibridomundan RNA, agir zincir sabit bdlge primer MHCG1 ile
dejenere sinyal sekansi primer MHV7 kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit
bolge primer MKC ile dejenere sinyal sekansi primer MKV1 ila 11 arasindakilerin bir
kanisimi  kullanilarak PCR ile ekstre edilmistir, ters transkripte edilmistir ve

pgogaltiimistir. Elde edilen VH ve VK sekanslar gosterilmistir.

Sekil 24: AH3 hibridomundan RNA, agir zincir sabit bolge primer MHCG2B ile
dejenere sinyal sekansi primer MHV7 kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit
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bolge primer MKC ile sinyal sekansi primer MKV1 kullamlarak PCR ile ekstre
edilmistir, ters transkripte edilmistir ve cogaltiimistir. Elde edilen VH ve VK sekanslan
gosterilmigtir.

Sekil 25: DD9 hibridomundan RNA, agir zincir sabit bolge primer MHCG2A ile bir 5'
RACE PCR kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit bolge primer MKC ile
dejenere sinyal sekansi primer MKVS kullanilarak PCR ile ekstre edilmistir, ters

transkripte edilmistir ve cogaltilmistir. Elde edilen VH ve VK sekanslari gosterilmistir.

Sekil 26: DH2 hibridomundan RNA, adir zincir sabit bolge primer MHCG2B ile bir 5'
RACE PCR kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit bolge primer MKC ile
dejenere sinyal sekansi primer MKV45 kullanilarak PCR ile ekstre edilmistir, ters

transkripte edilmistir ve cogaltilmistir. Elde edilen VH ve VK sekanslari gosterilmistir.

Sekil 27: DD6 hibridomundan RNA, agir zincir sabit bolge primer MHCG2B ile bir 5'
RACE PCR kullanilarak ya da bir lambda hafif zincir sabit bdlge primer MLC ile bir 5
RACE PCR kullanilarak PCR ile ekstre edilmisgtir, ters transkripte edilmistir ve
cogaltilmistir. Elde edilen VH ve VL sekanslan gosterilmistir.

Sekil 28: IA12 hibridomundan RNA, agdir zincir sabit bdlge primer MHCG1 ile
dejenere sinyal sekansi primer MHV9 kullanilarak ya da bir kappa hafif zincir sabit
bolge primer MKC dejenere sinyal sekansi primer CL14 kullanilarak PCR ile ekstre
edilmistir, ters transkripte edilmistir ve cogaltilmistir. Elde edilen VH ve VK sekanslan
gosterilmistir.

Sekil 29: Doz yanit egrileri ve kimerik anti TG2 antikorlari ile rekombinant insan
TG2'nin enzimatik inhibisyonu igin IC50 degerleri, (a) cABOO03, (b) ¢BB001, (c)
cDCO001, (d) cDD9001, (e) cDHO01 ve (f) TG2 antikoru CUB7402. IC50 degerleri 3

bagimsiz deneyin ortalamasidir.

Sekil 30: Doz yanit egrileri ve kimerik anti TG2 antikorlari {a) cDC001 ve (b) ticari
TG2 antikoru CUB7402 tarafindan rekombinant sinomogulus maymun TG2'nin
enzimatik inhibisyonu igin IC50 degerlerine sahiptir.

Sekil 31: Doz yanit edrileri ve insanlastiriimis anti TG2 antikorlari ile rekombinant
insan TG2'nin enzimatik inhibisyonu igcin 1IC50 degerleri, (a) hBBO01AA, (b)
hBBO0O1BB, (c) hAB0O5 ve (d) hAB0O4.
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Sekil 32: Doz yanit egrileri ve insanlastinlmis anti TG2 antikorlari ile rekombinant
sinomogulus maymun TG2'nin enzimatik inhibisyonu icin 1C50 degerleri, (a)
hBBOO1AA ve (b) hAB0OO4.

Sekil 33: Doz yanit egrileri ve murin monoklonal anti TG2 antikorlan tarafindan
rekombinant insan TG2'nin enzimatik inhibisyonu icin 1C50 degderleri, (a) mABO0O03, (b)
mBB001, (c) mDC001, (d) mDD9001, () mDHO01 ve (f) mDDG001.

Sekil 34 - AB1 antikorlarinin insanlagtiriimis versiyonlarinin baglanma ELISA'sI.

Insanlastinlmis  AB1 hafif zincirlerin ve AB1 agir zincir vektorlerinin farkli
kombinasyonlan ile birlikte transfekte edilen HEK293F hucrelerinden alinan
sUpernatantlar, konsantrasyonun belirlenmesi ve bir anti huTG2 ELISA'da bir anti
insan 1gG ELISA'sinda test edilmistir. Her supernatant, u¢ kopya halinde test
edilmistir ve ICso'ler belirlenmistir. En guglu kombinasyon ilave galismalar igin ve

aday insanlastinimis antikor olarak secilmistir.

Sekil 35: Doz yaniti ELISA baglanma egrileri ve insan TG2 (a) kimerik antikorlari
CDD9001, cDHO001, ¢DCO001, ticari TG2 antikoru CUB7402 ve izotip eslesmeli kontrol
ve (b) kimerik antikor cBB001 ve izotip eslesmeli kontrol ve (c) kimerik antikor

cABOO3 ve izotop uyumlu kontrole badlanan antikorlar icin EC50 verileri.

Sekil 36: Doz yaniti ELISA baglanma egrileri ve sinomolgus maymun TG2 (a)
kimerik antikorlan CDD9001, ¢DHOO01, cDC001, ticari TG2 antikoru CUB7402 ve
izotip eslesmeli kontrol ve (b) kimerik antikor cBBO0O1 ve izotip eslesmeli kontrol ve
(c) kimerik antikor cABOO3 ve izotop uyumlu kontrole baglanan antikorlar icin EC50

verileri.

Sekil 37: Doz tepkisi ELISA baglanma egrileri ve insan TG2 (a) insanlastinimig
antikorlari hBBOO1AA, HBBOO1BB, ticari TG2 antikoru CUB7402 ve izotip eslesmeli
kontrol ve (b) insanlastinimig antikor hAB0O04'e badlanan antikorlar icin EC50 verileri

Sekil 38: Doz tepkisi ELISA baglanma egrileri ve sinomogulus maymun TG2 (a)
insanlastirimis antikorlari hBBOO1AA, HBBOO1BB, ticari TG2 antikoru CUB7402 ve
izotip eslesmeli kontrol ve (b) insanlastinimis antikor hABOO4 ve izotop uyumlu

kontrole baglanan antikorlar icin EC50 verileri.

Sekil 39: Hucre disi TG2 ile insanlagtinlmis AB1 baglanma aktivitesi. HK2 hucreleri
tarafindan uretilen Hucre Disi TG2 aktivitesinin inhibisyonu, biyotin kadaverinin
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fibronektine dahil edilmesini olcen bir ELISA kullanilarak test edilmistir.
Insanlastinimis AB1 (hABO05) ve elde edilen IC tarafindan TG2 aktivitesinin

inhibisyonunu gosteren ornek hir egri gosterilmistir.
Sekil 40: Hucre digi TG2 ile insanlastinnimig BB7 baglama aktivitesi.

HK2 hucreleri tarafindan uretilen Hucre Disi TG2 aktivitesinin inhibisyonu, biyotin
kadaverinin fibronektine dahil edilmesini dlcen bir ELISA kullanilarak test edilmistir.
Iinsanlastinimis BB7'nin versiyonlari (hnBBOO1AA ve hBB001BB) tarafindan TG2'nin

inhibe edilmesini gosteren bir drnek egri ve elde edilmis olan IC'ler gosterilmistir.

Sekil 41: Sitokalazin D, R281 ve ZDON kontrol gizik testi sonuglan ve ticari
antikor CUB7402 gizik testi sonuglari.

Cizik yarasi deneyleri WI-38 hucresi kullanilarak yapiimistir, kaplama yapildiktan ve
gece boyunca buyutuldiukten sonra, hiicreler serumsuz ortamlarda yikanmistir ve bir
Essen Yara Yapicisi kullanilarak bir cizik yara olusturulmustur. Ortam uzaklastiriimis
ve kontroller ve test antikorlari igeren 95 ullkuyucuk serumsuz ortam ile
degistiriimistir. Plaka bir Essen Incycte icine yerlestiriimistir ve yaranin kapanmasi
Incucyte yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Sitokalazin D, R281 ve Z -Don (panel
A) ve ticari antikor CUB7402 ve sitokalazin (panel B) kontrolleri icin zamana gore

nispi yara yogunlugu cizilmistir.

Sekil 42: insanlagtinimig BB7 cizik testi sonuglar.

Cizik yarasi deneyleri WI-38 hucresi kullanilarak yapiimistir, kaplama yapildiktan ve
gece boyunca buyutuldukten sonra, hucreler serumsuz ortamlarda yikanmistir ve bir
Essen Yara Yapicisi kullanilarak bir cizik yara olusturulmustur. Ortam uzaklastiriimis
ve kontroller ve test antikorlari igeren 95 ullkuyucuk serumsuz ortam ile
degistiriimistir. Plaka bir Essen Incycte icine yerlestiriimistir ve yaranin kapanmasi
Incucyte yazihmi kullanilarak analiz edilmistir. insanlastinimis hBBO01AA ve kontrol
sitokalazin D (panel A) ve hBBO0O1BB ve kontrol kalazin D (panel B) icin nispi yara

yogunlugu zamana karsi gizilmistir.

Sekil 43: insanlastinimis AB1 gizik testi sonuglari.
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Cizik yarasi deneyleri WI-38 hucresi kullanilarak yapiimistir, kaplama yapildiktan ve
gece boyunca buyutuldukten sonra, hucreler serumsuz ortamlarda yikanmigtir ve bir
Essen Yara Yapicisi kullanilarak bir cizik yara olusturulmustur. Ortam uzaklastirimis
ve kontroller ve test antikorlari igeren 95 ul/lkuyucuk serumsuz ortam ile
degistiriimistir. Plaka bir Essen Incycte icine yerlestiriimistir ve yaranin kapanmasi
Incucyte yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. insanlastininis hAB005 ve kontrol

sitokalazin D igin nispi yara yogunlugu zamana karsi gizilmistir.
Sekil 44: Kimerik DC1 cizik testi sonuglari.

Cizik yarasi deneyleri WI-38 hucresi kullanilarak yapilmistir, kaplama yapildiktan ve
gece boyunca buyutuldukten sonra, huicreler serumsuz ortamlarda yikanmistir ve bir
Essen Yara Yapicisi kullanilarak bir gizik yara olusturulmustur. Ortam uzaklastiriimis
ve kontroller ve test antikorlar igeren 95 ul/kuyucuk serumsuz ortam ile
degistiriimistir. Plaka bir Essen Incycte icine yerlestiriimistir ve yaranin kapanmasi
Incucyte yazihmi kullanilarak analiz edilmistir .Kimerik antikor ¢cDC001 ve kontrol

sitokalazin D icin nispi yara yogunlugu zamana karsi cizilmistir.

Sekil 45: Biacore tarafindan CAB003 immobilize edilmis olan antikora insan
TG2 baglanmasi. Solda, 25, 50, 100 ve 200 nm'de, 50 nm'deki kopya dahil olacak
sekilde, cAB003-kaph biyosensorler Uzerinde insan TG2 enjeksiyonlarinin birlesme
fazlar gosterilmistir. Ayni deneyden, sagda gosterildigi gibi iki uzun aynlma fazi
toplanmistir. Uyarlar kesintisiz siyah cgizgiler olarak gosterilmistir ve sonuglar Tablo
25'te gosterilmektedir.

Sekil 46: Biacore tarafindan immobilize edilmigs olan antikora sinomolgus
maymun TG2 baglanmasi. Solda, 25, 50, 100, 200 ve 400 nm'de, 50 nm'deki kopya
dahil olacak sekilde, cABOO3 kapl biyosensorler Uizerinde sinomolgus maymun TG2
enjeksiyonlarinin birlesme fazlarn gosterilmistir. Ayni deneyden, sagda gosterildigi
gibi iki uzun aynima fazi toplanmistir. Uyarlar kesintisiz siyah ¢izgiler olarak
gosterilmistir ve sonuclar Tablo 26'te gosteriimektedir.

Sekil 47: Kalsiyum yoklugunda Biacore tarafindan cDH001 immobilize edilmis
olan antikora insan TG2 baglanmasi. Solda, 25, 50, 100 ve 200 nm'de, 50 nm'deki
kopya dahil olacak sekilde, cDHOO1 kapli biyosensorler uizerinde insan TG2

enjeksiyonlarinin birlesme fazlar gosterilmigtir. Ayni deneyden, sagda gosterildigi
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gibi iki uzun aynlma fazi toplanmigtir. Uyarlar kesintisiz siyah gizgiler olarak
gosterilmistir ve sonuclar Tablo 25'te gosteriimektedir.

Ornek 1: 3 spesifik inhibitor epitopun tanimlanmasi ile birlikte insanda

terapotik kullanima uygun bir TG2 inhibitor antikoru gelistirilmesi.

Transglutaminaz tip 2 (TG2), hucre disi matris (ECM) de dahil olmak Uzere bitisik
peptitler ya da proteinler arasinda bir e-(y-glutamil}-lizin izopeptit baginin olugsumunu
katalize eder. Yukseltiimis olan hiucre disi TG2, ECM birikiminin hizlanmasina ve
doku izlerinin ve fibrozun altinda yatan klirensin azalmasina yol agar. Bu, ayn
zamanda ¢olyak hastaligi, norodejeneratif hastaliklar ve bazi kanserler ile
baglantihdir. Transglutaminazlari inhibe eden cok sayida bilesik geligtiriimis olmasina
ragmen, bunlarin hicbiri TG2'ye 6zgu degildir, tum transglutaminazlarn bir dereceye
kadar inhibe eder. Bunlar TG2'nin bu patolojilerdeki rolu igcin kavram ¢aligmalarinin
kanitlanmasina izin verirken, izoform ozgulluk eksikligi insandaki uygulamalarini
engellemistir. Bunu ele almak igin, sadece TG2 aktivitesini inhibe edecek yuksek

benzesimli bir TG2 spesifik antikoru gelistirmeye karar verilmistir.

Insan TG2 g¢ekirdedinin 143 ila 473 arasindaki amino asitlerini kapsayan bir
rekombinant protein, Escherichia coli'de uretilmigtir, tekrar katlanmistir ve 100 pg'si,
2, 5, 7 ve 10 haftada destekler ile 4 fareye enjekte edilmistir. Son desteklemeden 4
gun sonra dalaklar toplanmis ve splenositler Sp2/0-Ag-14 miyelom hucrelerine
kaynasmistir. Yetmis bes hibridom supernatantt TG2've ozgulluk gostermistir. Bu
hibridom supernatantlari, 100 pg TG2 igeren bir putresine dahil etme analizinde TG2
aktivitesini inhibe edebilme yetenekleri agisindan taranmistir. On TG2'ye ozgu
supernatant inhibe edilmigtir. Bunlar daha sonra ¢ift klonlanmigtir. Bir TG2 parg¢a
kutuphanesini taramak icin faj gostergesini kullanmak sureti ile, her bir antikor, TG2
gekirdek etki alaninda kesin bir epitop ile eslestirilmistir ve 3 farkli inhibitor epitop
saptanmistir. Aktiviteyi 100 ng TG2'den % 50 oraninda azaltmak igin antikor miktan
belirlenmistir.

En etkili 2 antikor olan AB1 ve DC1, 304 ila 327 arasindaki amino asitlerine
baglanmistir ve bir rekombinant TG2 ng basina 1.1x10° mg/ml IgG'lik bir IC50'ye
sahip olmustur. AB1 ve DC1'in uygulanmasi, kultur ortamina uygulandijinda insan
Hep2G hucrelerinde TG2'yi ve insan HK-2 hucrelerinde huicre disi TG2'yi basar ile
inhibe edebilmistir.
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Bu nedenle, farelerin TG2 ¢ekirdek etki alani ile immunizasyonu, katalitik gekirdek
icinde daha dnceden bildiriimemis olan epitoplari hedefleyen monoklonal antikorlarin
uretilmesini sasirtici bir sekilde saglamistir. Bu antikorlar spesifiktir, etkili bir sekilde

TG2 aktivitesini inhibe eder ve in vivo uygulama igin uygundur.
Malzemeler ve Metotlar:
Transglutaminaz 2 katalitik ¢cekirdek alan uretimi

Insan TG2'nin katalitik cekirdek alani (kalinti Cys143 - TG2'nin Met 473U) eksprese
edilmistir, farelerde immunizasyona izin vermek igin saflastiniimistir. Katalitik cekirdek
etki alani (PCR duyarh primer GCG CGC GCT AGC TGC CCA GCG GAT GCT GTG
TAC CTG GAC, anti sens GCG CGC AAG CTT CAT CCC TGT CTC CTC CTT CTC
GGC CAG) ekspresyon vektoru pET2a(+)ya klonlanmisgtir ve E. coli susu BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL'de (Agilent Technologies) ¢dzunmeyen inkluzyon cisimleri
olarak ifade edilmistir. Kisaca, kompetent BL21 (DE3) pLysS hucrelerinin 50 pl'si
ekspresyon plazmidinin (30 ng/ul) 1 pl'si ile transforme edilir ve secici antibiyotiklerini
(100 pg/ml ampisillin, 34 pg/ml kloramfenikol) ve % 1 glikoz iceren LB agar plakalan
uzerine kaplanmistir ve gece boyunca 37 C'de inkube edilmi stir. Tek bir koloni, 100
ug/ml ampisillin, 34 pg/ml kloramfenikol ve % 1 glikoz iceren taze LB ortaminin 10
ml'sini galkalamali inkubatorde 37 C'de ve 200 rpm 'de tohumlamak igin secilmistir.
Bir gecede buyumeden sonra, kulturler % 1 glikoz ile 100 ml 2xYT ortamina
aktanimistir ve OD600nm 0.8'e yikseltilmistir ve daha sonra ODesoonm tekrar 0.8'e
ulagsana kadar 1L 2xYT ortamina aktariimistir. Ekspresyonu uyarmak icin 1 mM IPTG
altinda 4 saat induksiyondan sonra, topaklanmigtir ve bakteriler, tampon A (10 mM
Tris; 1 mM EDTA; 10 mM DTT; 1 mM PMSF; 0.5 mg/ml lizozim proteaz inhibitor
tabletleri (Roche) pH 8.0) igerisinde sonikasyon ile cozunmustir. Inklizyon cisimleri,
40,000 x g'de santrifujlenerek toplanmistir ve deiyonize suda son bir yikamadan once
ugc kez yilkama tamponu B'de (50 mM Tris; 1 mM EDTA; 10 mM DTT,; % 2 sodyum
decksikolat, pH 8.0) yikanmistir.

Inkluzyon cisimleri, 3.5 mL yeniden ¢ozme tamponu (40 mM Tris-HCI, 8 M Ure ve 10
mM DTT pH 12) icinde gozundurulmustur ve yeniden katlama tamponu (40 mM Tris
HC1; 150 mM NaCl; % 20 gliserol; 5 mM sistein; karanlikta 4 T'de 0.5 mM sistin pH

8) icinde 16 saatlik bir sure boyunca tekrar katlanmistir.
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Cozunurlestirilmig inkluzyon cisimleri, 1 ml'lik bir Nikel kolonuna yuklenmistir. Kisaca,
kolon, baglama tamponu (40 mM Tris; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol) ile daha
onceden dengelenmistir ve inkluzyon cisimleri uygulanmistir. Kolon genis olcude
yikanmigtir (40 mM Tris; 300 mM NaCl; 30 mM imidazol). Rekombinant protein,
yuksek konsantrasyonlu imidazol tamponu (40 mM Tris; 300 mM NacCl; 300 mM
imidazol) ile aynistinlmistir. Aynistinlmis olan protein iceren pargalar bir araya
getirilmis ve uygun bir tampona (40 mM Tris; 300 mM NaCl pH 8) karsi gece
boyunca divaliz edilmistir. Protein Bradford protein tahlili kullanilarak

degerlendirilmistir.
HepG2 hucre kulturi ve lizatlan

HepG2 hucreleri nazikgce Richard Ross (Sheffield Universitesi) tarafindan
saglanmigtir. Hucreler, % 10 fetal dana serumu (FCS), 100 U penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin, 2 mM I-glutamin (tumiu GIBCO) ile desteklenmis litre glikoz basina
DMEM/4.5 g % 95 nemlendirimis % 5 CO2 atmosferinde 37 T'de rutin olarak
buyutulmustur.10 cm'lik bir tabaga iki milyon hucre ekilmistir ve 48 saat boyunca
buyutulmustur. Hucreler 250 pl STE tamponunda {0.32 M sukroz, 5 mM Tris, proteaz
inhibitorleri iceren 1 mM EDTA, Fenilmetil sulfonil florur (1 mM), benzamidin (5 mM)
ve lopeptin (10 pg/ml) iginde gozunmustur ve buz tzerinde TG2 aktivite deneyinde

kullanilabilen bir hicre lizati Uretmek icin selenlenmistir.
insan Bobrek 2 (HK2) hiicreleri:

HK-2 hucreleri (bobrek proksimal tubuler epitel) pasaj 3'te Avrupa hucre kulturu
koleksiyonundan satin alinmistir. Hucreler rutin olarak 37 T'de % 95 nemlendiri Imig
% 5 CO2 atmosferinde keratinosit serumsuz bir ortamda (KSFM, Gibco 17005-042)
rekombinant EGF (0.1 ila 0.2 ng/ml arasinda) ve sigir hipofizi ile desteklenmig L-
glutamin o6zu (20 ila 30ug/ml arasinda) ile buyutulmustur. Gegis igin ortam
cikanimistir ve 37 T'de 1 dakika boyunca 1 ml % 0.25 tripsin/ EDTA (T75 sisesi) ile
tripsinlenmeden once bir kez 1 x PBS ile yikanmistir Hucreler, KSFM'nin 10 ml'si
icinde yeniden suspanse edilmistir ve 1 dakika boyunca 400 g'de santrifujlenmistir.
Ortam uzaklastinimistir ve hucreler KSFM'ye kaplanmistir (1:3 ila 1:5 ayrilma normal
arasinda).Hucreler deneysel olarak 5 ila 14 arasindaki gegitlerde kullaniimigtir.

Hucreler tipik clarak % 95 birlesme noktasina kadar iyi bir sekilde buyumustur.

Koomassie boyama ve western blotlama
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Rekombinant proteinlerin safligi, % 10 (agirlik/ hacim} poliakrilamit denature edici bir
jel uzerinde 5 pg geri kazanmlmis proteinin calistinimasi ve Koomassie Parlak Mavi R

boyama ¢ozeltisi (Sigma) ile lekelenerek kontrol edilmistir.

TG2 ¢ekirdek protein sentezinin ve bunun yani sira immunizasyondan sonra TG2 ve
TG2 cekirdek reaktivite seviyelerinin dogrulanmasi, western blotlama ile olgulmustur.
Rekombinant proteinler (10 ila 80 ng arasinda), gerektidi gibi % 10 (agirhk/ hacim)
poliakrilamit denistirici ya da denistirici olmayan bir jele yuklenmistir ve 100 V'de bir
saat boyunca PVDF membranlarina (Transblot SD, Biorad, UK) aktariimistir.
Membranlar TBS/% 0.1 (hacim/ hacim) Tween 20 iginde % 3 (agirhk/ hacim) BSA ile
4 T'de gece boyunca bloke edilmi stir. Ardindan membranlar yikanmistir ve % 1 BSA
iceren TBS/ Tween icerisinde monoklonal fare anti transglutaminaz antikorlar ile

problanmistir.

Rekombinant TG2 ¢ekirdek proteininin kanitlanmasi ve antikor taramasi igin pozitif
bir kontrol olarak ticari antikor Cub7402 (neomarker), 1:1000'luk bir seyreltmede
kullaniimistir. Birincil antikorun baglanmasi, anti fare gama zinciri HRP baglantili
ikincil antikor (Sigma, Poole, UK) ile tespit edilmistir. Bantlar ECL kimyasal parlaklik

tespit etme sistemi (Amersham, UK) kullanilarak goruntulenmistir.
Fare immunizasyonu ve fuzyon

Her bir fare, 50 ug antijen (steril PBS ile 50 yl hacmine kadar yapilmistir) ve 50 pl
tam Freund yardimci maddesinin bir kangimi ile immunize edilmistir. Dort (8 ila 12
haftahk arasi) BALB/C fareye enjekte edilmistir. Bu enjeksiyonlar igin
tamamlanmamis olan Freund yardimci maddesinin kullamimasi haricinde ayni
prosedur kullanilarak iki destek immunizasyon gerceklestirilmistir (14. gun ve 35.
gun).45. gunde, butun hayvanlardan test kani alinmistir ve ELISA ile TG2've

reaktivite acisindan degerlendirilmistir.

En iyi iki yanitlayici, yine 10 haftada tamamlanmamis olan Freuds Yardimcr Madde
ile kanstinimis 100 pg cekirdek proteininin (PBS icinde) enjeksiyonu ile daha da
arttinimistir ve 4 gun sonra hayvanlar, splenosit toplanmasi ve fuzyon icin Sp2/0-Ag-
14 miyelom hucreleri ile dldurulmustur. Bu fuzyondan, yaklasik 1000 kuyucuk, ELISA

ile TG2 proteinine reaktivite agisindan taranmigtir.

TG2 6zgullugu igin tarama
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Kosullu ortam ya da saflastirilmis olan 1gG, transglutaminaz ailesi uyelerine reaktivite
agisindan test edilmistir. Her birinin her bir transglutaminaza (TG1, TG2, TG3, TG5,
TG7 ve Faktor Xllla; tmu Zedira) baglanma kabiliyeti bir plaka baglama deneyi
kullanilarak belirlenmistir. Mikrotitre plakalan (Costar, Cambridge, UK), 4 T'de gece
boyunca 50 pl 0.1 M bikarbonat/ karbonat tamponu (pH 9.6) icinde rekombinant TG
(Zedira, Darmstadt, Almanya) ile kaplanmigtir. Plakalar 2 saat 37 T'de % 3 agdirhk/
hacim BSA igeren 200 pl PBS ile bloke edilmistir. Plakalar, U¢ kez % 0.05 Tween 20
(yilkama tamponu) ve 100 pl seyreltimis kosullu ortam (seyreltme 1:5 ila 1:20
arasinda) igceren PBS ile yikanmistir ya da saflastinlmis anti TG2 katalitik cekirdek
mAb'ler ilave edilmistir. Plakalar ilave olarak 1 saat daha oda sicakhginda inkube
edilmistir. Yikama asamasi tekrarlanmistir ve % 0.05 Tween 20 (hacim: hacim) ve %
1 BSA (agirlik: hacim) (Sigma, Poole UK) iceren PBS igerisinde anti fare gama zinciri
yaban turpu peroksidazi (1: 5000}, 1 saat boyunca eklenmistir. Sekiz yikamadan
sonra, 50 pl  3,3.55-tetrametilbenzidin  substrat ile baglanma ortaya
cikmistir.Reaksiyon, 25 pl 0.1 M H2S04 ilave edilerek durdurulimustur ve 450 nm'de

absorbans belirlenmistir.
TG2 inhibisyonu igin tarama

TG aktivitesi, 3H-putresinin, N',N'-dimetilkazaine Ca2* bagmh dahil edilmesi ile
olgulur. Rekombinant insan TG2 (100 ng) reaksiyona baglamadan daha once yirmi
dakika oda sicaklijinda test numunesi (sartlandinimig ortam ya da saflagtirilmis 1gG)
ile dnceden inkube edilmistir. Yirmi bes pl reaksiyon karigimi (5 pl 25 mM CaClz, 5 pl
40 mM ditiyotretol, 5 pl *H-putresin kanigimi ve 10 pl 25 mg/ml N, N'dimetilkazain
(100 mM ile yerine 25 mM CaClz) reaksiyonu baslatmak i¢in enzimatik olmayan bir
kontrol icin EDTA) ilave edilmistir ve ornekler 37 T'de 1 saate kadar inkube
edilmistir.10 pl'lik alikotlar, 3 mm Whatman filtre kagidinin bir seridi uzerine
lekelenmistir ve capraz baglanmis olan proteinleri reaksiyonda tipik olarak 0, 10, 30
ve 60. dakikalarda ¢okeltmek igin hemen buz gibi % 10 trikloroasetik asit (TCA) icine
daldinimistir. Buz gibi soduk % 5 TCA iginde Ug yodun yikamadan ve ardindan gibi
soguk % 95 etanol ile 3 durulamadan sonra, havada kurutulan filtre 2 ml sintilasyon
sivisinda (Ultima Gold Packard, Perkin Elmer) sayilmigtir. Tepkime orani
hesaplanmigtir.1 TG birimi, 37 T'de saatte 1 nmol putresininin eklenmesine es

degerdir.



10

15

20

25

30

83

Ayni protokol, 25 pl rekombinant protein yerine 25 pl hucre lizati ile degistirilerek
hiicre lizatlarindaki TG inhibisyonunu degerlendirmek icin kullaniimistir.

Hibridom klonlamasi ve antikorlarin sartlandirilmis ortamdan saflagtiriimasi

Klonlanmig inhibitor hibridomlardan monoklonal antikor izolasyonu yapilmistir.
Baslangigta tanimlanan hibridom kuyucuklari, ELISA ve aktivite taramalarn tarafindan
tarif edildigi gibi test edilen alt klonlar ile geleneksel metotlara (Loirat MJ et al., 1992)
gore sinirh bir seyreltme islemi (stabilite ve klonalite saglamak icin) ile iki kez
klonlanmistir. Secilen antikor Ureten klonlar, 25 ve 75 cm?'lik siselerde genisletiimis
ve serumsuz ortam {Hyclone, Fisher Scientific, Loughborough, UK) ile beslenmistir.
Hucreler genigledikge, protein G kolonunda (Amersham Life Sciences) benzesim
kromatografisi kullanilarak kosullu ortam 1gG saflastirmasi igin toplanmigtir. Kosullu
ortam, esit hacimlerde 10 mM sodyum fosfat, pH 7.25'te seyreltilmistir ve 1.0 ila 2.0
ml/dakika arasinda bir akis hizinda protein G kolonuna uygulanmistir. Kolon, ayni
tampondan 10 kolon hacmi ile yogun bir sekilde yikanmigtir. Baglanan antikor, glisin
gozeltisinde (0.1 M; pH 2.7) aynstinlmistir ve 1M Tris/HCI pH 9'un % 0.15 hacmi ile
notralize edilmistir. Numuneler, 2 tampon dedisimi ile 24 saat boyunca fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisinin 1000 hacmine kargi diyaliz edilmistir.
Antikor epitoplarinin faj gosterim haritalamasi

Insan TG2'nin tam uzunluktaki kodlama sekansi, asagidaki primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile buyutulmustur; TG2-FL-1 5
'ATGGCCGAGGAGCTGGT CTTAGAGAS3' ve TG2-FL-2 5
'GGCGGGGGGCCAATGATGACATTCCGGA 3'.Yaklasik olarak 2 kb yukseltme
urunu Quiagen PCR temizleme kiti (Qiagen) kullanilarak saflagtiriimistir ve RQ DNAz
| (Promega) kullanilarak rastgele parcalara sindirilmistir. RQ DNAz reaksiyonu, kor
uglu pargalar uretmek icin Klenow DNA polimeraz | ve T4 DNA polimeraz pargasi ile
isleme tabi tutulmustur. Bunlar jel elektro forezi ile saflastinimis ve 50 ila 150 bp
arali§indaki parcalar Qiagen jel geri kazanim kiti (Qiagen, Crawley UK) kullanilarak

ekstrakt edilmistir.

Bir faj gosterim vektoru EcoRV ile sindirilmistir, alkalin fosfataz ile isleme tabi
tutulmustur ve jel elektro forezi ve Qiagen jel geri kazanim kiti ile saflastirilmistir. 100
ng saflastinlmis vektor, insan TG2 ¢DNA'sinin hazirlanan 15 ng kor pargalara
baglanmistir. Elde edilen ligasyon XLI-Blue elektro kompetent hucrelere (Agilent
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Technologies) elektropore edilmistir ve parca kutuphanesi VCSM13 yardimer faji
(Agilent} ile kurtanlmigtir. Faj parcaciklar, % 2 glikoz ve % 4 PEG 6000 ile
cokeltilmistir ve % 0.1 Tween 20 (hacim: hacim) % 1 BSA (agirlik: hacim) icerisinde

PBS icerisinde yeniden suspanse edilmistir.

Epitop haritalamasi asagdidaki prosedur kullanilarak yapilmistir. ELISA kuyucuklari,
gece boyunca 4 T'de 100 pg kaplama tamponu igerisi nde 30 ug monoklonal antikor
ile kaplanmistir. Kaplanan kuyucuk, PBS/ Tween ile yikanmistir ve oda sicakliginda 1
saat boyunca PBS icerisinde 400 pl % 3 BSA (agdirhk: hacim) ile bloke edilmigtir.
Bloke edilmis olan kuyucugda yaklagik olarak 10'° faj parcacigi (100 pl) eklenmistir ve
oda sicakhginda 1 saat sure ile inkuibe edilmistir. Kuyucuk, 8 kez 400 pl PBS/% 0.5
Tween (hacim: hacim) ile yikanmistir ve yapiskan faj, 0.2 M glisin pH 2.2 ile
yikanmigtir. Elde edilen faj, 1 ml XLI-Blue konakgi enfekte etmek icin kullamlmigtir ve
LB agar (60 pg/ml ampisilin, 15 pg/ml tetrasiklin) Uzerine kaplanmis olan numuneler
ilave edilmistir, kalan numuneler 100 ml LB ortamina (60 pg/ml ampisilin, 15 pg/ml
tetrasiklin) eklenmistir ve secilmis olan pargalarnin kutuphanesini zenginlestirmek igin
bir ¢alkalama inkubatéru icerisinde 37 T'de gece boyunca buyutulmustur. Bu
zenginlestirme islemi 5 kez tekrarlanmistir ve son turdaki rastgele koloniler

sekanslama igin secilmistir.
Antikor VL bolgesinin sekansinin belirlenmesi
Primerler

Agir zincir sens primerleri - Bir ¢ift yuksek oranda dejenere FR1 primer olan MH1 ve
MH2 (Wang et al. 2000), VH genlerini buyutmek icin 3 sabit bdlge primeri ile
birlestirilmistir.

MH1 5'CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGTC 3

MH2 5'CGCGCGCTCGAGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC 3

Fare G1 5 AGGCGCAGTACTACAATCCCTGGGCACAATTTTCTTGTCCACC
3I

Fare G2a 5 AGGCGCAGTACTACAGGGCTTGATTGTGGGCCCTCTGGG 3
Fare G2b 5 'AGGCGCAGTACTACAGGGGTTGATTGTTGAAATGGGCCCG 3

Kappa primerleri

VK1 5 CGCTGCGAGCTCGATATTGTGATGACBCAGDC 3'
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VK2 5" CGCTGCGAGCTCGAGRTTKTGATGACCCARAC 3

VK3 5 CGCTGCGAGCTCGAAAATGTGCTCACCCAGTC 3

VK4 & CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGATGACACAGTC 3'

VK5 &'CGCTGCGAGCTCGACATCCAGATGACACAGAC 3'

VK6 5 CGCTGCGAGCTCGAYATTGTGCTSACYCARTC 3'

VK7 5 CGCTGCGAGCT CGACAT CCAGAT GACYCARTC &

VK8 5 'CGCTGCGAGCTCCAAATTGTTCTCACCCAGTC 3

K-CONST 5 GCGCCGTCTAGAATTAACACTCATTCCTGTTGAA 3

Toplam RNA, ureticinin protokolune gore Trizol (GIBCOQO) kullanilarak monoklonal
hibridom hiicrelerinden (yaklasik olarak 10° hiicre) ekstrakte edilmistir ve A2sorm ile
olculmustur. cDNA, ImProm |l ters transkriptaz (Promega) ve rasgele heksamer
primerleri kullanilarak sentezlenmigtir. Reaksiyon karigimi agsagidaki gibi olmustur; 1
pg toplam RNA, 0.1 ug oligo (dN)6, 12 pl ImProm [l tampon, 1 pyl 10 mM dNTP
(Promega), 8 pl 25 mM MgClz, 4 pl ImProm |l ters transkriptaz (Promega) 60 pl
toplam reaksiyon hacmi. RNA ve rasgele primer kansimi, 10 dakika boyunca 70
C'ye kadar sitilmistir ve daha sonra buza yerlestiriimistir. Kalan reaksiyon
bilesenleri eklenmistir ve sonra 20 T'de 10 dakika, daha sonra 40 T'd e 40 dakika

daha inkube edilmistir.

VH ve VK genlerinin yukseltiimesi GoTaq polimeraz (Promega) ile yapiimigtir. Her bir
50 pl reaksiyon asagidakileri icermistir;, cDNA 2 pl, 20 pmol sens ve antisens
primerleri, 10 pl GoTagq reaksiyon tamponu, 1 pl 10 mM dNTP'ler, 5 pl 25 mM MgClz,
2.5 u GoTaq polimeraz, H20, 50 pl nihai hacme kadar. Reaksiyonlar, asagidaki
kosullar kullanilarak 35 kez g¢evrilmistir: ilk denistirilmis 95 T 2 dakika; deni stirilmig
94 C 1 dakika, tavlama 56 T 1 dakika, uzatma 72 ° C 1 dakika. PCR urunleri jel
elektro forezi ile analiz edilmistir ve TOPO TA klonlama kiti (Invitrogen) kullanilarak
klonlanmistir. Sekanslama icin adir ve hafif zincir PCR uUrunlerinin rastgele
miniprepleri secilmistir.

Hucre dis) TG aktivitesinin olgculmesi

Hucre disi TG aktivitesi, modifiye edilmis hucre ELISA ile dlculmustur. HK-2 epitel
hiicreleri, 0.1 M EDTA veya % 0.25 tripsin/ EDTA kullanilarak toplanmistir ve gece
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boyunca fibronektinin 100 pl/kuyucuk orani ile (50 mM Tris-HCI icerisinde 5 pg/ml,
pH 7.4) (Sigma, Poole UK} kaplanmig olan 96 kuyucuklu bir plaka Uzerine serumsuz

ortamda 8 x 10* hiicre/kuyucuk yogunlugunda kaplanmistir.

0.1 mM biyotin kadaverin [N- (5 amino pentil biyotinamid) trifloroasetik asit]
(Molecular Probes, Eugene OR, ABD) varhidinda hucrelerin 37 C'de 2.5 saat
boyunca baglanmasina izin verilmistir. Plakalar iki kez 3 mM EDTA/ PBS ile
yikanmustir ve hucreler, 5 mM EDTA/ PBS igerisinde % 0.1 (adirlik/ hacim)
deoksikolat ile g¢ikarilmistir. Supernatant toplanmistir ve protein beliflemesi igin
kullaniimistir. Plakalar, 50 mM Tris-HCI ile yikanmistir ve oda sicakliginda 1 saat
boyunca 1:5000 ekstravidin HRP (Sigma, Poole, UK) ve ardindan bir TMB (3,3', 5,5'-
tetrametilbenzidin} substrati  kullanilarak ortaya g¢ikan biyotin kadaverin ilave
edilmistir. Reaksiyon, 50 pl 2.5 M H2S0O4 ile durdurulmustur ve absorbans, 450 nm'de

okunmustur.
Radyo etiketleme ile kollajen seviyelerinin 6lgulmesi

Hucreler, 3.75x108%/10 cm? Petri kabi ya da 6 kuyucuklu bir plakamn 1x10%/kuyucuk
yogunlugunda ekilmistir. ECM kollajen 20 iCi 34H prolin (1.0 mCi/ml, ICN) ile
etiketleyerek degerlendirilmigtir. Etiketleme, standart hucre kulturu kosullan altinda
72 saat boyunca gerceklestirilmigtir. Etiketlemenin ardindan ortam ¢ikarilmistir,
hucreler PBS ile yikanmistir ve 10 dakika boyunca 37 C'de 50 mM Tris pH 7.4
icinde 2 ml 0.25 M amonyum hidroksit ile gikaniimistir. Cozuinebilir kisim toplanmigtir
ve protein konsantrasyonu, biskinonik asit (BCA) deneyi kullanilarak belirlenmigtir.
Tabaklar, ECM, 50 mM Tris pH 6.8 icinde 2 ml % 2.5 (agirhk/ hacim) SDS ile
gozundurulmeden once artan hacimlerde PBS ile iyice yikanmigtir. ECM'nin
tamamen uzaklastinimasini saglamak icin tabak kazinmistir ve bir beta sintilasyon
sayacinda radyoaktivite icin 200 |l olgulmustur. Sayilar, ¢ézundurulmus hucre
proteininin mg'si basina duzeltilmistir ve ortalama kontrol degerinin bir yuzdesi olarak

ifade edilmistir.
Rekombinant onayli Quark IgG'nin Uretilmesi

Deneysel amaclar icin, insan tip Il transglutaminaza karsi bir antikorun bir 'insan’ tek
zincirli Fv sekansindan bir insan sican kimerik antikoru Uretilmistir. Antikor QPCDTGII
olarak adlandirihr (QCT olarak kisaltilmistir) ve degisken bolgelerin sekanslan WO
2006/100679A2'de bulunur.
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Agir zincir sabit bolgeler igin bir sican y2a alt sinifi secilmistir ve sigan test
hayvanlarinda bir ADCC reaksiyonu olasiligini azaltmak icin glikosilasyon bolgesini
uzaklastirmistir. Agir zincir icin secilen sican sabit bolgesi Kabat veri tabanindan
(Kabat, E. A.,, Wu, T. T., Perry, H. M., Gottesman, K. S., and Foeller, C. Sequences
of Proteins of Immunological Interest. (NIH National Technical Information Service,
1991)) 013593 idi (Bruggemann, M. Gene 74. 473-482 (1988); Bruggemann,
M. Free, J.,Diamond, A.,Howard, J..Cobbold, S. and Waldmann, H. Proc. Natl. Acad.
Sci USA 83: 6075-6079 (1986)). Kappa hafif zinciri igin bu Kabat'tan 013718 idi
(Sheppard, H. W. and Gutman, G. A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 7064-7068
(1981)).

Kisaca, agir zincir ve kappa zincir kodlama sekanslari DNA sentezi ile Uretilmigtir

(kodon kullanimi bir memeli kodonu yanhhgina uyarlanmigtir).

Agir zincir gen sentezi uruno, QCT_Hindlll ve QCT_H_rev primerleri kullanilarak
PCR ile buyutulmustar. PCR urinu, Hindlll ve NgoMIV ile kesilmistir ve MRCT
ekspresyon vektérune baglanmistir. Ligasyon urunu tarafindan kimyasal olarak
transforme edilmis olan DHSa bakterilerinin kompetent klonlarn, primer HCMVi ve
rat gamma1 kullanilarak PCR taramasi yapilmistir. Ongorulen boyutta bir PCR

urunu ureten ug klon sekanslanmistir.

Kappa zincir gen sentezi urunt, QCT_Hindlll ve QCT_L_rev primerleri kullanilarak
PCR ile buyutulmustur. PCR urtinti, Hindlll ve PpuMI ile kesilmistir ve pKN100
ekspresyon vektorune baglanmistir. Ligasyon urunu tarafindan kimyasal olarak
transforme edilmis DHS5a bakterilerinin  kompetent klonlar, primer HCMVi ve
rat_kappa kullanilarak PCR taramasi yapilmistir. Ongorulen boyutta bir PCR tUrunu

ureten ug klon sekanslanmistir.

Hem Agir hem de kappa zincirlerini kodlayan ¢ift uclu ekspresyon vektoru uretilmistir
ve HEK293T hiucrelerine transfekte edilmistir. [ki buyuk olgekli HEK293T
transfeksiyonundan hucre kulturtt supernatant! bir araya toplanmistir ve imalatginin
protokollerine uygun bir AKTA Explorer kromatografi sistemi kullanilarak 1 mllik bir
Protein L-agaroz kolonunda benzesim saflastinimistir. Tek bir OD 280 nm pik 1gG
Elusyon Tamponu ile aynistinimistir ve iki PBS degisikligine karsi diyaliz edilmistir.
Bu, hem 280 nm'de UV absorpsiyonu hem de sigan IgG2a ELISA ile test edilmigtir.
Toplam urun yaklasik 700 pug (ODa2sonm ile); 303.5 pg (ELISA ile) olmustur.
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AB1 Antikorunun insanlagtinimasi
insan VH ve VK cDNA Veri tabanlar

Uluslararasi immunojenetik Veri Tabani (International Immunogenetics Database)
2009""dan insan ve fare immino globulinlerinin protein sekanslar ve immunolojik
ligi Proteinlerinin Sekanslarinin Kabat Veri Tabani Yayin 5' {son guncelleme 17-Kas-
1999)192 bir Kabat hizalamasi igcindeki insan immuno globulin sekanslarinin bir veri
tabaninin derlenmesi icin kullaniimistir. Veri tabani 10,606 VH ve 2,910 VK sekansini

icermektedir.
AB1'in Molekuler Modeli

Fare antikoru AB1 degisken bblgelerinin bir homoloji modeli, otomatik modda galisan
Modeller programi'® kullanilarak hesaplanmistir. 1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb ve
IMQK.pdb'nin atomik koordinatlari, Accelrys antikor pdb yapilan veri tabaninin Blast
analizi ile belirlendidi gibi, Arabirim, VL ve VH icin en yuksek ozdeslik sekansi
sablonlar olmuglardir. Bu sablonlar, her biri en iyi 3 dongu sablonu ile her bir CDR
dongusunu modelleyerek rafine edilmis 20 baslangic modeli Uretmek igin

kullanilnmistir.
hAB1 Cerceve Secimi

Sekans analiz programi, gibsSR, ¢esitli VHc, VKc ve VKc1 protein sekanslari ile
gesitli segim kriterleri kullanilarak insan VH ve VK veri tabanlarnin sorgulamak igin
kullanilmigtir. AB1 fare antikorunun homoloji modelinde bir CDR kalintisinin 5A
icindeki FW kalintilar (Kabat tanimi) tamimlanmistir ve "5A Yakinhk™ kalintilar olarak

adlandinlmigtir.

AF06220, baslangictaki insanlastinlmis AB1 VHc yapisinin dayanacagi FW olarak
secilmistir. Tablo 1, AF06220'nin murin Ab1 ile hizalanmasini ve kalinti kimligini
gostermektedir. Tablo 2, sekanslarin 5A yakinlik zarfini gostermektedir. AF062260,
germ hatti VH geni Z12347'den sadece 1 somatik mutasyona sahiptir (Tablo 3).

AY 247656, baslangictaki insanlastinimis AB1 VKc yapisinin dayanacadi FVW olarak
secilmistir. Murin AB1 ile hizalanma ve kalinti kimligi Tablo 4'te gosterilmektedir;
Tablo 5, sekanslarin 5A yakinhk zarfini gostermektedir. Sekans, germ hatti VK geni

X93620'den 5 somatik mutasyon gosterir (Tablo 6).
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AF193851, baglangigtaki insanlastinlmis AB1 VKc1 yapisinin dayanacadi FW olarak
secilmigtir. Murin AB1 ile hizalanma ve kalinti kimligi Tablo 7'de gosteriimektedir.
Tablo 8, sekanslarin 5A yakinhk zarfini gostermektedir. Sekans, germ hatti VK geni

J00248'den higcbir somatik mutasyonu gostermez (Tablo 6).
ELISA Baglanmasi

HEK 293F hucreleri, farkh insanlastirnimis agir zincir vektorleri ile birlikte farkh
insanlastinimis hafif zincir vektorlerinin  kombinasyonlari ile birlikte transfekte
edilmistir. ELISA ile antikor baglanmasini dlgmek igin rekombinant insan TG2
kullanilmistir. Sonuglar, Agir Zincir versiyonunun RHA'nin (Tablo 10) her iki Hafif

Zingir versiyonu ile birlikte kullamldigini gostermistir.

RKE ve RKJ (Tablo 11) (insanlastinlmis farkli Hafif Zincir versiyonlarini temsil

etmektedir) optimal baglanma gostermistir (Sekil 16).

Adir Zincir versiyon RHA, AB1 antikorunun fare CDR bblgelerinin Insan donor
sekansi Uzerine degistirilmemis bir greftidir. Bununla birlikte, her iki Hafif Zincir
versiyonlari RKE ve RKJ, F72 (Kabat numaralandirmasi - yesil renkle gosterilmistir)
ile aym tek 5A yakinliga sahiptir. Bu geri mutasyon, Vernier'®, Canonical'%® ya da

Interface’® kalintilannin disinda kalir (bakiniz Tablo 11).
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association in immunoglobulin molecules.The packing of variable domains.J.
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SONUCLAR

Rh TG2 g¢ekirdek proteininin uretilmesi.

TG2 aktivitesi igin tercih edilen bolgeler yerine, TG2 aktivitesi icin kritik olan epitoplar
hedeflemesi daha olasi olan antikorlarin Uretiimesini zorlamak icin fareler, tam
uzunluktaki TG2 molekuli yerine, TG2 katalitik ¢ekirdegi ile immunize edilmistir.
Rekombinant TG2 etki alanini Uretmek igin, 329 ila 1419 arasindaki bazlardan bir
PCR yapisi olusturulmustur ve Pet21+(a) vektorune yerlestiriimistir (Sekil 1A). Bu
vektorun BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL bakterilerine eklenmesi ve ekspresyonu, tum
katalitik cekirdegi kapsayan 143 ila 473 arasindaki amino asitleri kapsayan
gozunmeyen bir proteinin Uretilmesine neden olmustur. Bu protein cozundurulmusgtur
ve 40 mM Tris HCI; 150 mM NaCl; % 20 gliserol; 5 mM sistein; Bunun 0.5 mM sistin
pH 8.10 ng, indirgeyici olmayan bir poliakrilamit jel Uzerinde yapilmigtir, western
blotlanmis ve CUB7402 ile immuno probe edilmistir TG2 cekirdeginin ongoériulen
boyutu ile tutarh olan 37 kDa'da net bir bant gorulmustur (Sekil 1B).Daha buyuk
bantlar ayni zamanda bir indirgeme jeli calistinldiginda mevcut olmadigi icin ¢ekirdek
proteininin agregalarini temsil eden CUB7402've karsi immuno reaktif olmustur

(veriler gosterilmemistir).
immuinizasyon ve fuzyon.

Dort fare, rhTG2 cekirdedinin 50 ug'si ile imminize edilmistir. Immiinizasyondan
yaklagik olarak bes ve dokuz hafta sonra, her bir fareden bir serum numunesi
alinmigtir ve serumun seri seyreltiimesi kullanmlarak rh TG2'ye kargi ELISA ile
reaktivite testi yapiimigtir. Butun fareler, kullanilan en yuksek seyreltmede bile (1:51
000) rhTG2 c¢ekirdegine guclu bir immune reaksiyonu gostermistir (Sekil 2A).
Antikorlarin aym zamanda tam uzunluktaki TGZ2'yi taniyacadimi dogrulamak igin,
rhTG2 ve rhTG2 c¢ekirdek proteini denistirici olmayan bir jel Uzerinde yapilmistir,
western blotlanmis ve 1000'de 1 fare serumu seyreltisi ile immuno probe edilmistir
(Sekil 2B).Her iki proteine karsi en gucglu reaktiviteye sahip fare (fare C)
guglendiriimistir ve Sheffield Universitesi'nin Hybridom servisi Bioserv'i kullanarak

fuzyon igin splenositler geri kazaniimistir.
Pozitif hibridom segimi ve klonlama.

Bioserv tarafindan en yuksek pozitif olarak secilen 400 hibridom kuyucudundan

109'unun supernatantlan TG2'ye kalici reaktivite gostermistir, ancak sadece 34U
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ELISA'da test edildigi zaman dider onemli TG ailesi Uyeleri ile reaksiyona girmemistir
(Sekil 3A'da gosterilen temsili ornekler). TG2'yve odzgu olanlar, 100 ng TG2'den
kaynaklanan TG2 aktivitesini inhibe etme kabiliyeti icin 3H-putresin birlestirme tahlili
ile supernatanti taratmislardir (Sekil 4).Bu ilk tarama, 10 hibridom supernatantinin
TG2 aktivitesini inhibe edebildidini gostermistir (AB1; DC1; BB7; EH6; DH2; DD9;
JE12; AG9; AH3; DF4). Onda dokuzu sinirli seyrelime ile basari ile klonlanmistir. DF4
klonu icin, klonlar klonlama sonrasi izole edilmis olmasina ragmen, bunlar inhibe
edici gorunmemistir. Klonlama sonrasi, her bir klonlanmis hibridomdan IgG

saflastinimistir ve TG2'yve segici reaktivite acisindan tekrar test edilmistir (Sekil 3B).
TG2 inhibe edici potansiyel.

Her bir klonlanmig hibridom, IgG'sini, insan, sican ve fare TG2've kargi TG2 inhibe
edici aktivite icin test etmis ve ICso, 1 ng TG2'vi inhibe etmek icin gereken IgG
miktarina dayanarak hesaplanmistir.IC50 dederlerinde, insan TG2'sine karsi, 1.1 x
10-° mg/ml IgG'de en etkili AB-1'den 12.3 1.1 x 10° mg/ml IgG'de en az etkili JE12'ye
kadar yaklasik 12 kat arali§i ortaya cikmistir (Sekil 9; Tablo 1).1lging bir sekilde, sigan
TG2'yve karsi en iyisi olan 4 antikor (DH2, DD9, EH6 ve BB7) icin en iyisi, insan
TG2'sine karsi 6 kat daha az olan ve mukayeseli olarak TG2'ye karsi en iyi AB-1
inhibitorunden 38 kat daha az aktif olan, 2.23 x 10 mg/ml'lik bir IC50'ye sahip olan,
DH2 olan bir ICso degeri belirlenebilmistir. Inhibitor antikorlarin higbiri, muhtemelen

immun tolerans nedeniile fare TG2'yi inhibe edememistir.
inhibitor antikorlarin epitoplarinin haritalanmasi

Inhibe edici olurken, TG2'de hangi epitoplarin immunolojik olarak benzersiz oldugunu
ve bunun yani sira bu 10 antikorun ayni ya da farkh bolgeleri hedef alip almadigin
tespit etmek icin her bir antikor, faj gosterimi kullanilarak haritalanmistir. Her bir
mAb'ye karsi bir TG2 faj kutuphanesi olusturulmustur ve panlanmistir. Epitop daha

sonra baglayici fajlarin konsensus sekanslanmasi ile belirlenmistir.

AB1, AG1, AH1, BB7, DC1, EH6 ve JE12'nin hepsi, 304 ila 326 arasindaki amino
asitleri kapsayan ve bir substrat baglama cebi (Sekil 6) icerisindeki aktif bolgenin
onunde oturma izlenimi veren bir tek epitopa (Sekil 5) baglanacak izlenimi
vermektedir. Bu bolgeye AB-1 bolgesini denmistir ve bu bolgeyi hedef alan antikorlar

Grup 1 antikorlan olarak adlandinimigtir.
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DF4, katalitik triadda Asp 358'i kapsayan gekirdegin onunden arkaya dogru uzanan
amino asit 351 ila 365 arasindakilerden (Sekil 5) olugsan bir sekansi benzersiz sekilde

hedeflemistir (Sekil 6). Buna Grup 2 adi verilmistir.

DH2 ve DDS9, 450 ila 467 arasindaki amino asitleri kapsayan bir sekansa
baglanmistir (Sekil 5). Bu Grup 3 antikorlan, cekirdegin arkasindaki DH2 bolgesi
olarak adlandinimis olan B varil-1 ile birlesme noktasinin yakinindaki bir bolgeye

badlanir. Epitop, varsayilan bir kalsiyum baglanma bolgesini kapsar (Sekil 6).
Antikor Sekanslama

Her bir antikor icin degisken hafif zincir sekansinin olusturulmasi igin, her inhibitor
hibridomdan gelen RNA, ekstre edilmistir, ters transkripsiyona tabi tutulmustur ve
gogaltilmistir, bir cift yuksek oranda dejenere FR1 primeri kullamlarak PCR ile
cogaltimigtir, MH1 ve MH2 primerleri, VH genlerini buylutmek icin 3 sabit bolge

primeri ile birlestirilmigtir
Elde edilen VH ve VK sekanslari AB1 icin Sekil 7'de gosterilmigtir.

AB1'in in vitro bir protein kansimindaki TG2 aktivitesini inhibe edebilme

yetenegi

Rekombinant TG2've karsi en guclu inhibe edici antikor AB1'dir.Terapotik olarak
degerli olmasi icin, sadece saf bir cozeltide TG2 aktivitesini inhibe etmemesi, ayni
zamanda karmasik bir protein gozeltisinde inhibe edebilmesi ve baska proteinler ile
herhangi bir sekilde birlesememesi gerekir. Bunu test etmek icin, insan hepatosit
hiicre hatti HepG2'nin bir homojenati hazirlanmistir.0.5 pg AB1'in uygulanmasi TG2
aktivitesinin % 70'ini inhibe edebilmistir (Sekil 8A).Bununla birlikte, BB7, TG2
aktivitesinin % 90'in1 dusuren daha iyi bir inhibisyon uretmistir. Bu lizatin 25 pg'sinin
AB1 ile immuno problanmasi, TG2'ye karsilik gelen bir boyutta tek bir immuno reaktif

bant ile hedef disi iliski gostermemistir (Sekil 8B).
AB1 ve DC1'in hucre dig1 TG2 aktivitesini inhibe etme kabiliyeti.

Bu antikorlarin bir hucre sisteminde TG2 aktivitesini inhibe edip edemedidini
dederlendirmek icin.AB1 (Sekil 10a) ve DC1 (Sekil 10b), biyotin kadaverin deneyi
kullanilarak tahlil edilmis kultur ve hucre disi TG aktivitesindeki insan bobrek 2 (HK-2)
tubuler epitel hiicrelerine uygulanmistir. 400 uM'de uygulanmis olan kimyasal pan TG

inhibitoru  1,3-Dimethyl-2-[{2-okso-propil)tiyo]imidazolyum klorur ile karsilastinilabilir
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olan kultur ortami igcerisinde 400 ng/ul'de uygulandigi zaman, AB1 % 60Tk bir
inhibisyon ve DC1 aktivitenin % 55'lik bir inhibisyonunu saglayabilmistir.

AB1 antikorunun bilinen diger inhibitor antikorlar ile karsilagtiriimasi

AB1'in bilinen diger TG2 inhibe edici antikorlara kiyas ile etkinligini test etmek igin,
WO2006/100679 sayili patent basvurusunda Quark biyoteknolojisi tarafindan tarif
edilen bir antikorun hem fab parcalar (Sekil 11,12) hem de tam IgG'si (Sekil 13, 14);
*H Putresin ekleme analizinde TG2 aktivitesini inhibe etmek igin test edilmistir.100 ng
insan TG2'den gelen aktivite, 500 ng AB1 ile % 60 ila 80 arasinda bir oranda inhibe
edilebilir. Kargilastirmada, ne Quark antikorunun fab pargasi ne de tam IgG'si, bu

analizde TG2'yi onemli dlciide inhibe edememistir.
Degerlendirme

Deneysel ¢calhismalann katilimini Onerdidi bir dizi hastalikta insanda terapotik bir
hedef olarak TG2'yvi dogrulamaya agik bir ihtivag mevcuttur. Bunlar arasinda doku
skarlagsmasi, ¢olyak hastalgi, norodejeneratif hastaliklar ve baz kanserlerde kemo
direng yer ahr. Bunun sinirlandiriimasi, insanda TG2 aktivitesini segici olarak
engelleyebilen gercekten TG2'ye spesifik bilesiklerin eksikligi olmustur.

Bu calismada, inhibitor epitop arayisinda enzimin katalitik ¢gekirdegine karsi daha
genis bir yelpazede anti TG2 antikoru izole edebilmek amaci ile TG2 pargasina sahip
ilk kez immunize edilmis olan fareler mevcuttur. Bu, hem rhTG2 cekirdegini hem de
dogal TG2'vi taniyan, ancak baska bir TG'yi tanimayan, antikorlar ile iyi bir bagisiklik
yaniti ortaya gikarmistir.

izole edilen antikorlarin 10'u inhibe edici aktivite gostermistir. Bunlar daha sonra 3
TG2 spesifik, fakat inhibe edici epitop ile eslestiriimistir. Bu antikorlar klonlanmistir,
sekanslanmistir ve |ICG degerleri hesaplanarak IgG izole edilmigtir. Bir substrat
cebini hedef alan ug¢ antikorun (ABI, DC1 ve BB7) ozellikle etkili inhibitorleri oldugu
kanitlanmistir. En onemlisi, bu antikorlar ayni zamanda, hem bir hucre lizatinda hem
de hucre kulturunde, bu antikorlarin in vivo uygulama icin kritik olan protein agisindan
zengin bir ortamda islev gorme potansiyeline sahip oldugunu gosterir sekilde, iyi bir
sekilde calismistir.

Bu inhibitor antikorlarin basarilh bir gekilde uretilmesinde kilit bir unsurun sadece

pekirdek protein ile bagisiklik kazandirma karar olduduna inaniimaktadir. Bilindigi

kadan ile, ticari TG2 antikorlarinin higbiri, herhangi bir onemi olan inhibe edici
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potansiyele sahip degdildir. Tam uzunluktaki TGZ2'vi kullanma konusundaki
girisimlerimiz, bir kism1 TG2'ye 6zgu olan ve higbiri engelleyici olmayan ¢ok sayida

antikor ile sonuglanmstir.

Bunun, godu, en yaygin kullanilan anti TG2 antikoru olan CUB7402've (aad447
aad78) benzer pozisyonlarda katalitik cekirdedin arkasina dusen, tam uzunlukta TG2
icindeki protein halkalan icin ag¢ik bir immunojenik tercihinden kaynaklandigi
gorulmektedir.

Yaklagimimizin ¢cok daha etkili antikorlann tretimine yol agmasi sasirticidir. Herhangi
bir teoriye bagh kalmaksizin, sadece merkezi cekirdedi kapsayan daha kuguk bir
proteine antikorlari yukseltmek sureti ile, sadece mevcut olan tercih edilen
immunolojik epitoplarin bir kismini ortadan kaldirmakla kalmayip, ayni zamanda
gekirdek hedeflemesini zorladigimizi dusunuyoruz. Bu tek basina segim igin uygun
olan antikorlarin ¢esitliligini arturir ve bu nedenle ¢ekirdegin daha genis kapsama
alanini saglar. Bununla birlikte, sadece cekirdek ile immunize etmek, gekirdegin
katlanmasinin gogunun kayboldudu ve dolayisi ile butun bir TG2 molekulu iginde
belki de daha az bulunabilen epitoplarn bir kismi, bu formatta cekirdek ile daha
cekici epitoplar olabilecegi anlamina gelir. Antikorlarin 10'unun hepsinin, dogrusal
epitoplan tamdigi (yani, bir indirgeme jeli Uzerinde TG2'ye bagh) verildigi goz onune
alindiginda, daha once bir immunojen olarak tam uzunluk TG2 kullanilarak izole
edilmis olan antikorlarin % 80'i, konformasyona bagh oldugu, bunun dnemli bir faktor

olabilecegini donermistir.

Insan uygulamasi i¢in TG2 inhibe edici antikor fikrini dne suren bagka galigmalar
daha once yapilmistir. Esposito ve arkadaslan, Colyak hastaligi olan hastalardan,
TG2 antikorlarinin inhibe edici rol oynayabilecedi one surulen rekombinant antikorlar
gelistirmistir [19].Bu antikorlardan biri, Quark Biotechnology tarafindan ticari
uygulama ve vyapimis olan bir patent basvurusu icin  gelistiriimigtir
(W02006/100679).Bu antikor sican UUO modelinde bobrek fibrozunun dnlenmesinde
bazi heyecan verici erken veriler gostermistir. Bununla birlikte, bu antikorun
rekombinant bir versiyonu uretilmistir ve ELISA'da (Sekil 17) ve western blotta TG2
ile reaksiyona girerken, tum antikorlarin gelistirildigi bu antikor igin bu galhsmada
uretilen antikorlarin temel olarak tum TG2 aktivitesini engelledigi ng basina 500 ng
lgG'ye kadar az inhibisyon elde edilmistir. llave olarak W02006/100679, bu insan
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antikorunun bir fare versiyonunun uretiimesini tarif eder ve bu sekilde, taninan sigan

bébrek hastahdr modellerinde uzun sure uygulanmasi zor olabilir.

Bu calismada dikkat edilmesi gereken, TG2 cekirdegindeki 3 inhibitor epitopun
haritalanmasidir.AB1 epitopu, epitopun konumu goz 6nune alindidinda sasirtici olan,

hedeflenecek en guglu olanidir.

Ongorulen TG2 aktif yapisi [20] icindeki konumunun incelenmesi, giris portundaki bir
substrat cebi olahilecedi icin katalitik triada baglandijini gostermektedir. Tarama
testimizde kullandigimiz substratlar nispeten kicuk oldudu icin (putresin ve dimetil
kazein}, bu bolgenin bu kadar etkili olmasi sasirtici olabilir. Bununla birlikte, epitopun
konumu, buyuk IgG'nin (150 kDa), katalitik bolgeye sikica yerlestirilecedi sekilde
olmahdir. Epitop verilerinden, DD9 sahasinin varsayilan bir kalsiyum baglama
bolgesi ile iligkili oldugu icin daha etkili olabilecedi tahmin edilebilir [21].Bununla
birlikte, literaturin incelenmesi 5 ya da daha fazla farazi Ca?* baglanma bolgesi
oldugunu gostermektedir [21] ve agikga carpici bir etkiye sahip olmasina ragmen,
tum TG2 aktiviteleri icin kritik degildir.

DF4 bblgesi, antikor katalitik triaddaki esansiyel amino asitlerin 1'ine baglandigi icin
varsayiml olarak en etkili epitop olacaktir. Bununla birlikte, bu inhibitor antikoru
ureten DF4'U basan ile klonlamak mumkun olmamistir ve bu sekilde IC50 testlerini
uygun sekilde yapmak icin yeterli 1gG'nin uretimi mumkun olmamistir. Lenfositlerin
gogalmak icin TG2 aktivitesine ihtiyag duydudunu ve bu nedenle daha iyi inhibe edici
potansiyele sahip olan antikorlarin sadece rekombinant yaklagimlarin ya da bir
surekli IgG ekstrasyon sistemin kullaniimasi ile mumkun olabilecedini d6neren Gunzler
et al (1982) FEBS Lett. 150(2): 390-6'nin cahismalan dikkate alindiginda, cok yuksek

etkinlie sahip olan antikorlarin klonlanmasi aslinda ¢ok zor olabilir.

Bu calismayi ustlenmede en sinir bozucu sorunlardan biri, preklinik testler icin kritik
olan, insan disI TG2 aktivitesini etkin bir sekilde bloke etmek igin gelistirilen tum
antikorlarin belirgin sekilde yetersizligi olmustur. Tum antikorlar, hem western blot
hem de ELISA'da sigcan ve fare TG2 ile reaksiyona girmistir, bazi durumlarda
yogunlukta cok az fark olmustur. Bununla birlikte, IgG'yi Urettigimiz 9 antikordan
sigan igin sadece 4'Uunde bir IC50 belirlemek mumkun olmustur ve farede hig
olmamistir. Sigan TG2'sine karsilik bir 1C50'nin hesaplandigi 4'u, insan TG2'sine
kargt AB1'den sican TG2'sine karsillk 30 kat ya da daha dusuk ICso oldugunu
gostermigtir, bu da herhangi bir in vivo dozun yasaklayici bir sekilde buyuk olacagi
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anlamina gelir. ilave olarak, hichiri, bir sican hiicresi lizatinda higbir sekilde inhibe
etmez. ELISA ve western blotlardaki reaktivite goz onune alindidinda, ELISA ve
western blotlardaki reaktivite goz onune alindiginda, arti turler arasinda AB1 igin
sadece 5 ve DD9 igin 3 igcin  uyumsuzluk mevcuttur, inhibisyon icin belirgin tur
ozgullugu sasirtict olmustur ve etkili inhibisyon icin benzesimin kritik dnemini acik¢a
gostermektedir. Bu nedenle, insan TG2 i¢in bu inhibitor epitoplar tanimladiktan
sonra, eger deferleri hastalidin in vivo klinik 6ncesi modellerinde ortaya konacaksa,

sican TG2'de bu bolgeler igin analog antikorlarin gelistiriimesi kritik dneme sahiptir.

Cok cesitli TG inhibitorleri bulunmaktadir. Orijinal olarak Merke Sharpe Dome [22]
tarafindan gelistiriimis olan tiyomidazol tabanli bilegikler, deneysel bobrek
skarlagsmasini [16] tedavi etmek icin ¢ok basarilh bir sekilde kullanmis oldugumuz
Griffin ve meslektaslar [23] tarafindan geligtiriimis olan CBZ-glutamil analoglan ve
Khosla ve meslektaslan [24 ila 27 arasindakiler] tarafindan geligtiriimis olan
dihidroizoksazole tipi inhibitorler ¢esitli kanser modellerinde basarili bir sekilde
kullanilmistir. Bu bilesiklerin surekli olarak iyilestiriimesinin uygulanabilir bir insan
TG2 inhibitéru verebilecegine dair bir umut mevcuttu, ancak TG aile reaktivitesinin
gapraz olmasi ya da bilesiklerin potansiyel toksik dogasinin bunu onledidi
gorulmektedir. Daha yakin zamanlarda, Acylideneoxoindoles, TG2 inhibitorlerinin
yeni bir geri donusumlt sinifi olarak tanimlanmistir [24], ancak diger TG ailesi
Uyelerine capraz reaktiviteleri ile ilgili veriler bulunmamaktadir. Insan hastaliginda
TG2, 2010 Gordon konferansinda, Pasternack ve Zedira'dan gelen meslektaslar, yan
zincir Michael alicilarini in vivo uygulama igcin uygun olma iddialan ve TG2 seciciligi
icin TGZ2 inhibitoru olarak kullanan bir dizi bilesigin ayrintilarini sunmustur, fakat bu
konu hakkinda tam bir makale bugune kadar gergeklesmemistir. Ayni toplantida
Macdonald ve arkadaslarinin erken galismasi Huntington hastalii tedavisi igcin bir
TG2 inhibitoru tasarlamada bazi ilging gelismeler gostermistir, ancak yine tam bir
yayin hala beklenmektedir. Kuskusuz, TG2'nin kuguk bir molekullu inhibitoru,
basarilabilir olmasi halinde oldukga arzu edilir olacaktir. Doku penetrasyonu, kan
beyin bariyerini gegcme yetenegi, uretim, maliyet ve kolay dozlama, faydalardan
sadece birkacidir. Bununla birlikte, burada geligtirilen bir antikor inhibitoru bir sekilde

tercih edilebilir.

TG2 agik bir sekilde cok islevli bir enzimdir ve nukleer stabilizasyon ve tagima [28,
29], endositoz [30, 31], GTPaz sinyal verme [32 ila 34 arasindakiler], Apoptoz [35,
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36], hucre yapigmasi [37 ila 39 arasindakiler], sitoskeletal butunluk [28, 29] ve ECM
stabilizasyonu [9] gibi ¢esitli hucresel fonksiyonlara baglanmistir. Agik bir sekilde, bir
kugcuk molekullu inhibitor, genel olarak hucre disi bosluga ve hucre ic kismina
serbest erisime sahip olduklar icin bu fonksiyonlarin tumune engel olabilir. Bir antikor
hiucreye giremek ve bu sekilde TG2'nin hucre i¢i rolleri etkilenmez. Onemli olarak,
TG2'nin patolojik rollerinin cogunun, doku yaralanmasi ve fibroz, ¢olyak hastali§i ve
kanserdeki rolu gibi hucre disi oldugu goérulmektedir. Bu nedenle bir antikor
kullaniimasi, arzu edilmeyen hucre ici etkileri onleyen ilave bir segicilik derecesi
getirecektir. Bu nedenle, bir antikor, TG2'nin ECM proteinlerini gapraz bagladigi
fibrotik ve skarlasma hastaliklarinda, gliyadinin hiuicre disi alanda deamide edildigi
¢olyak hastahginda ve hucre yapismasinin koruma faktoru gibi gorundudu kanser
icerisinde kemo direngte TG2'nin bloke edilmesi konusunda avantajlar sunabilir.
Bununla birlikte, kan beyin bariverini gecebilecek kucuk bir Fab parcasi
tasarlanmadidi surece, bir TG2 inhibe edici antikor, norolojik patolojilerin tedavisinde

cok az kullanilabilir.

Sonug olarak, ilk kez, TG2'yi secici olarak hedef alan TG2 inhibe edici antikorlar
gelistirebildik. Ayni zamanda TG2'nin cekirdek alani icinde 3 yeni inhibitor epitop
tanimladik. Antikor AB1'in insanlastirlmasi, insanda ilk defa hedeflenen TG2

terapisinin olasihgini acacaktir.
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Ornek 2: Bulusa ait yeni TG2 inhibe edici antikorlarin sekanslanmasi.
Antikor Sekanslama

Bulusa ait her antikorun degisken bolgelerinin sekanslarini olusturmak igin, uretici
protokollerini takip eden RNA'y1 cikarmak icin Qiagen RNeasy Mini Kit kullanilarak bir
hibridom hucreleri peleti islenmistir. Ekstre edilen RNA, ureticinin protokollerine
uygun olarak bir Not1-dTis primer kullanilarak bir 1. sarmal cDNA Sentez Kiti (GE
Healthcare) kullanilarak bir cDNA Uretmek icin ters kopyalanmistir. CDNA preparati,
Ureticinin protokollerine uygun olarak Qiagen PCR Saflastirma Kiti kullanilarak

temizlenmistir.

Agir zincir sekansini belirlemek icin, fare cDNA, Tablo 12'de gosterildigi gibi sabit
bolge primerli (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCGS ya da dordunun bir karisimi)
bir dizi dejenere primer (MHV1-12) kullanilarak PCR ile codaltilmistir. Benzer sekilde,
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hafif zincir sekansini belirlemek igin, fare cDNA, Tablo 13'te gosterildigi gibi sabit
boélge primer MKC ile bir dizi dejenere primer (MVK1-11) kullanilarak cogdaltiimistir.

Eger ilk Agir Zincir PCR seti kullanilarak c¢ogdaltma urunleri gorulmediyse, cDNA
uretmek icin Not1-dTis primer kullanilarak bir 5 RACE PCR (Invitrogen)
gerceklestiriimistir; ve sabit bolge primerleri (MHCG1, MHCG2A, MHCG2B, MHCG3
yva da  doérdunun bir  kansimi) ve 5 'RACE Capa  Primeri,
GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG (burada 1, deoksiinozin igin
bazdir) gergeklestiriimistir.

Ortaya cikan ¢ogaltma bantlan, Uretici protokolunu kullanarak TOPO-TA Cloning®
kiti (Invitrogen} kullanilarak pCR2.1®-TOPO® vektorune baglanmistir ve sekanslama
icin GATC Biotech AG'ye gonderilmistir.

Tablo 12: Fare Agir Zincir Degisken Bolgelerini Klonlamak i¢cin PCR Primerleri

isim Sekans

MHV1 ATGAAATGCAGCTGGGGCATCTTCTTC
MHV2 ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT
MHV3 ATGAAGWTGTGGTTAAACTGGGTTTTT
MHV4 ATGRACTTTGGGYTCAGCTTGRTTT

MHV5 ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTT
MHVE ATGGCTGTCYTRGSGCTRCTCTTCTGC
MHV7 ATGGRATGGAGCKGGRTCTTTMTCTT
MHV8 ATGAGAGTGCTGATTCTTTITGTG

MHVS ATGGMTTGGGTGTGGAMCTTGCTATTCCTG
MHV10 ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTG
MHV11 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG
MHV12 ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCTG
MHCG1 CAGTGGATAGACAGATGGGGG
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MHCG2A CAGTGGATAGACCGATGGGGC

MHCG2b CAGTGGATAGACTGATGGGGG

MHCG3 CAAGGGATAGACAGATGGGGC

Belirsizlik kodlar: R=AvyadaG;Y=CvyadaT,M=AyadaC,K=GyadaT,S=
GvadaCi,W=AvyadaT
MHV, fare adir zincir degisken bolge genlerinin lider sekanslarina hibritlenen

primerleri belirti, MHCG, fare sabit bolge genlerine hibritlenen primerleri belirtir.

Tablo 13: Fare Kappa Hafif Zincir Degisken Bolgelerini Klonlamak igin PCR

Primerleri

isim Boyut | Sekans

MKV1 30-mer | ATGAAGTTGWTGTTAGGCTGTTGGTGCTG

MKV2 29-mer | ATGGAGWCAGACACACTCCTGYTATGGGTG

MKV3 30-mer | ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGSGTTG

MKV4 33-mer | ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGMWTCTTG

MKV5 30-mer | ATGGATTTWAGGTGCAGATTWTCAGCTTC

MKV6 27-mer | ATGAGGTKCKKTGKTSAGSTSCTGRGG

MKV7 31-mer | ATGGGCWTCAAGATGGAGTCACAKWYYCWGG

MKV8 31-mer | ATGTGGGGAYCTKTTTYCMMTTTTTCAATTG

MKV9 25-mer | ATGGTRTCCWCASCTCAGTTCCTTG

MKV10 | 27-mer | ATGTATATATGTTTGTTGTCTATTTCT

MKV11 | 28-mer | ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC

CL12A ATGRAGTYWCAGACCCAGGTCTTYRT
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CL12B ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT
CL13 ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT
CL14 ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT
CL15 ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGGTGCT
CL16 ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT
CL17A ATGAGGTGCCTARCTSAGTTCCTGRG
CL17B ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGG
CL17C ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGG
MKC 20-mer | ACTGGATGGTGGGAAGATGG

Belirsizlik kodlarn: R=AyadaG;Y=CvyadaT,M=AyadaC,K=GvyadaT,;S-=
GyadaC;W=AvyadaT

MKYV, fare kappa hafif zincir dedisken bolge genlerinin lider sekanslarina hibritlenen
primerleri belirtir, MKC, fare kappa sabit bolge genine hibritlenen primeri belirtir.

Sekans verileri

Antikor AB1, BB7, DC1, JE12, EH6, AGY9, AH3, DD9, DH2, DD6 ve IA12
Antikorlarina ek olarak sekanslanmistir. Sekanslar, Sekil 18 ila 28 arasinda

verilmistir.

Ornek 3: Bulusun kimerik ve insanlastinlmig yeni anti TG2 antikorlarinin yapimi

ve karakterizasyonu.

Buluga ait antikorlan daha fazla karakterize etmek ve insanlagtirma igin antikorlarin
derecelendiriimesini ve onceliklendiriimesini sadlamak icin, kimerik TG2 antikorlarinin
bir paneli yapilmistir (fare degisken bolgeleri ve insan 1gG1 ve insan kappa). Kimerik
antikorlar uretmek icin kullanilan metodoloji asadida veriimektedir.
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Metotlar
insan VH ve VK cDNA Veritabanlari

Uluslararasi immunojenetik Veri Tabani (International Immunogenetics Database)
2009"dan insan ve fare immuno globulinlerinin protein sekanslari ve immunolojik ligi
Proteinlerinin Sekanslarinin Kabat Veri Tabani Yayin 5'i {son guncelleme 17-Kas-
1999)2 bir Kabat hizalamasi icindeki insan immuno globulin sekanslarinin bir veri
tabaninin derlenmesi icin kullanimistir. Veritabani 10,606 VH ve 2,910 VK sekansini

icermektedir.
AB1'in Molekuler Modeli

Grup 1 antikorlarinin (yani, insan TG2'sinin 304 ila 326 arasindaki amino asitlerini
kapsayan epitopu baglayan antikorlar) bir temsilcisi olarak, otomatik modda caligsan
Modeller programi® kullanilarak fare antikoru AB1 degisken bolgelerinin bir homoloji
modeli hesaplanmistir.1 MQK.pdb, 3LIZ.pdb ve IMQK.pdb'nin atomik koordinatlari,
Accelrys antikor pdb yapilari veri tabaninin Blast analizi ile belirlendidi gibi, Arabirim,
VL ve VH icin en yuksek ozdeslik sekansi sablonlar olmuslardir. Bu sablonlar, her
biri en iyi 3 dongu sablonu ile her bir CDR ddngusunu modelleyerek rafine edilmis 20

baslangic modeli uretmek icin kullanilmistir.
hAB1 Cerceve Segimi

Sekans analiz programi, gibsSR, insan VH ve VK veri tabanlarini AB1, VHC, VKC ve
VKC1 ile sorgulamak igin kullaniimis olup, BB7 VHC ve VKC ve DC1 VHC ve VKC
cesitli secim kriteri kullanan protein sekanslaridir AB1 fare antikorunun homoloji
modelinde bir CDR kalinisinin 5A  icindeki FW kahntilari (Kabat tanimi)

tanimlanmisgtir ve "5A Yakinhk" kalintilari olarak adlandiriimistir.

Ik insanlastinimis adir zincir versiyonlarinin dayanacagi FW olarak AF06220
segilmigtir. Tablo 14, AF06220'nin murin antikorlan ile hizalanmasini ve kalinti
kimligini  gostermektedir. Tablo 15, sekanslarn  5A  yakinhk  zarfini
gostermektedir AF062260, germ hattt VH geni Z12347'den sadece 1 somatik
mutasyona sahiptir (Tablo 16).

Ik AB1 insanlastinimis kappa hafif zincir versiyonlarinin dayanacagi FW olarak
AY247656 secilmistir. Murin AB1 antikor kappa hafif zincir ile hizalanma ve kalinti
kimligi Tablo 17'de gosterilmektedir; Tablo 18, sekanslarin 5A yakinlik zarfini
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gostermektedir. Sekans, germ hatti VK geni X93620'den 5 somatik mutasyon gosterir
(Tablo 19).

Oteki insanlastinimis kappa hafif zincir yapilarinin dayanacadi FW olarak AF193851
secilmigtir.  Murin  antikorlan ile hizalanma ve kalinti kimligi Tablo 20'de
gosterilmektedir. Tablo 21, sekanslann 5A yakinhk zarfini gostermektedir. Sekans,
germ hatti VK geni J00248'den hicbir somatik mutasyonu gostermez (Tablo 22).

Ekspresyon Vektorlerinin Uretimi

Kimerik ekspresyon vektorlerinin olusturulmasi, bir Hind Ill sinirlama bodlgesi ve bir
Kozak sekansindan dnce VH ve VL'ye uygun bir lider sekansin eklenmesini gerektirir.
Kozak sekansi, degisken bolge sekansinin verimli bir sekilde translasyonunu saglar.
Bir ribozomun translasyona baslayabilecedi dogru AUG kodonunu tanimlar ve en
kritik baz AUG baslangicinin Ust akisindaki -3 konumunda olan adenindir.

Adir zincir igin Kimerik ekspresyon vektorlerinin yapimi, degisken bolgenin J
bélgesinin 3' ucuna bitisik olan bir dogal Apal kisitlama bolgesine kadar insan yl sabit
bolgesinin 5' bir parcasinin eklenmesini gerektirir. CH, eklenen VH sekansinin asagi
akisindaki ekspresyon vektorunde kodlanir, ancak VC intronundan yoksundur.

Hafif zincir icin, dodal birlesme yeri donor bolgesi ve bir BamHI bolgesi V bolgesinin
alt akisina eklenir. Birlesme yeri donor sekansi, VL'nin sabit bolgeye cerceve icinde

tutulmasi igin gerekli olan kappa V:C intronunun eklenmesini kolaylastirir.

Degdisken bblgelerin DNA sekanslari optimize edilmigtir ve GeneArt® tarafindan
sentezlenmigtir. Lider sekans, kulturlenmis olan memeli hucrelerinde antikorun iyi

ekspresyonunu veren sekans olarak segilmistir.

Agir Zincir degisken bolge yapilar, Hindlll + Apal sindirim kullanilarak klonlama
vektorunden cikanlimistir, saflagtinimistir ve benzer sekilde kesilmis ve fosfataz ile
islenmis olan MRCT agdir zincir ekspresyon vektorune baglanmistir ve TOP10

bakterilerini transforme etmek icin kullaniimistir.

Kappa zincir dedisken bolge yapilari, Hindlll + BamHI sindirim kullanilarak eksize
edilmistir, saflastirimistir, benzer sekilde kesilmis ve fosfataz ile isleme tabi tutulmus
olan MRCT kappa hafif zincir ekspresyon vektorune baglanmistir ve TOP10

bakterilerini transforme etmek icin kullanimistir.



10

15

20

25

30

111

Antikor Ekspresyonu

Hem Agir hem de kappa zincirlerini kodlayan ¢ift uclu ekspresyon vektoru uretilmistir
ve HEK293T hucrelerine transfekte edilmistir. Hucre kulturi supernatanti, uretici
protokollerine uygun olarak Protein G-agaroz Uzerinde benzesim kromatografisi ile

saflastinimistir.
ELISA Baglanmasi

HEK 293F hucreleri, farkh insanlastiriimis agir zincir vektorleri ile birlikte farkh
insanlastinimis hafif zincir vektorlerinin  kombinasyonlari ile birlikte transfekte
edilmistir. ELISA ile antikor baglanmasini dlcmek igin rekombinant insan TG2
kullanilmigtir.  Sonuglar, Agir Zincir versivonu RHA'min (Tablo 23), Hafif Zincir
versiyonlari RKE ve RKJ ile kombinasyon halinde (Tablo 24) (insanlastinimis olan
farkh Hafif Zincir versiyonlarini temsil eden) optimum baglanma (Sekil 34)
gosterdigini, ve bu nedenle ilave karakterizasyon igin secildigini gostermigstir.
Insanlastinlmis BB7 agir ve hafif zincirlerinin ve insanlastinlmig DC1 agir ve hafif
zincirlerinin optimal ciftlerini tanimlamak igin benzer bir yaklasim kullanilmistir,

Agir Zincir versiyon RHA, AB1 antikorunun fare CDR bblgelerinin insan donor
sekansi uzerine degistirimemis bir greftidir. Bununla birlikte, her iki Hafif Zincir
versiyonlari RKE ve RKJ, F72 (Tablo 24) ile ayni tek 5A yakinhda sahiptir. Bu geri

mutasyon, Vernier*4, Canonical*5 ya da Interface”6 kalintilarinin cisinda kalir.
Referanslar:

1. Lefranc,M.P. IMGT, the international ImMunoGeneTics database(R).Nucleic
Acids Res. 31, 307-310 (2003).

2. Kabat, EA.,, Wu.T.T., Perry,HM., Gottesman,K.S. & Foeller,C. Sequences of
Proteins of Immunological Interest. NIH National Technical Information
Service, (1991).

3. Eswar,N. et al. Comparative protein structure modeling using Modeller. Curr.
Protoc. Bioinformatics. Chapter 5:Unit 5.6., Unit (2006).

4. Foote, J. & Winter, G. (1992). Antibody framework residues affecting the
conformation of the hypervariable loops. J. Mol.Biol.224, 487-499.

5. Morea, V., Lesk, A. M. & Tramontano, A. (2000). Antibody modeling:
implications for engineering and design.Methods 20, 267-279.
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6. Chothia, C., Novotny, J., Bruccoleri, R. & Karplus, M. (1985).Domain
association in immunoglobulin molecules.The packing of variable domains.J.
Mol.Biol.186, 651-663.

Asagidaki tablo A, sekillerde kullanilan tanimlayicilara ¢apraz referans ile uretilen
5 kimerik ve insanlastinimis antikorlar 6zetlemektedir.

Murin Antikoru Kimerik Antikor Insanlastinimis Antikor
AB1 cABOO1 hAB0OO4 (hABOO1AE)
CABOO3 hABO05 (hABOO1AJ)

BB7 c¢BB001 hBBOO1AA
hBBO01EB

DC1 cDCO001 hDCOO01AA
hDCO001BB

DD6 CDD6001

DD9 CDD9001

DH2 cDHOO01
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Tablo 14:

Kabat Numaralan

Vernier

Canonical®
Interface*

5A Yakinlik

CDR .
AB VHc (nABOO1VH;
887 VH: (NBBIOCIVH)
DG Ve inDCOZ WH;
'AF062260

Tablo 14, AF06260"in murin antikorlari ile hizalanmasini ve kalinti kimligini gostermektedir. Kalinti kimlikleri bir nokta (.) karakteri ile
gosterilmektedir. Kalinti farkliliklari uygun olan yerde gosterilmistir. Bosluklar (-) Kabat numaralandirmasini korumak ve
uygulanabilir oldugunda kalinti ekleme ya da silme gostermek icin kullanilir.

Tablo 15:
5A Yakinlik Kalintilan
AB VHc (mABOO1VH) A [ \
BB7 VHc (mBB7001VH) el Uh . AN R v
DC1 VHc (mDCO001VH) Sl A AN - BN -
AF062260 |

Antikor adir zincir gergceve kalintilarint gosteren Tablo 15, CDR'lerin 5A zarfinda yer almaktadir. Kalinti kimlikleri bir nokta (.)
karakteri ile gosterilmektedir. Kalinti farkhiliklan uygun olan yerde gosterilmigtir.
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Tablo 16:

Tablo 16, AF062260'In VH germ hatti Z12347 geninden 1 somatik mutasyona sahip oldugunu gostermektedir. Kalinti kimlikleri bir
nokta (.} karakteri ile gosterilmektedir. Kalinti farkliliklari uygun olan yerde gosterilmistir.

5 Tablo 17:

watat Narwrslarr

Verier

Conorics

Tk faze:

SA Yaurhk

COR

AB WKz [mABCD VK
[ Av24TESS

Tablo 17, AY247656'nin murin AB1 antikoru ile hizalanmasini ve kalinti kimligini gostermektedir. Kalinti kimlikleri bir nokta (.)
karakteri ile gosterilmektedir .Kalinti farkhlhiklar uygun olan yerde gosterilmistir. Bosluklar (-) Kabat numaralandirmasini korumak ve
uygulanabilir oldugunda kalinti ekleme ya da silme gostermek icin kullanilir.

10 Tablo 18:

5A Yakinhk Kalintilari
AB VKc (mABO01VK) I AR
AY247656
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AB1 antikor kappa hafif zincir gergeve kalintilarini gosteren Tablo 18, CDR'lerin 5A zarfinda yer almaktadir. Kalinti kimlikleri bir
nokta (.) karakteri ile gosterilmektedir. Kalinti farkliliklari uygun olan yerde gosterilmistir.

Tablo 19:

Tablo 19 AY247656 nin germ hatti VK gen X83620 den 5 somatik mutasyona sahip oldugunu gosterir. Kalinti kimlikleri bir nokta (.=
karakteri ile gosterilmektedir. Kalinti farkliliklari uygun olan yerde gosterilmistir.

Tablo 20:

ara: Huma-alar+

Tablo 20, AF06260'in murin antikorlari ile hizalanmasini ve kalinti kimligini gostermektedir. Kalinti kimlikleri bir nokta (.) karakteri ile
gosteriimektedir. Kalinti farkhliklari uygun olan yerde gosterilmistir. Bosluklar (-) Kabat numaralandirmasini korumak ve

uygulanabilir oldugunda kalinti ekleme ya da silme gostermek icin kullanilir.
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Tablo 21:

5A Yakinlk Kalintilari

AB VKc1 (mAB002VK)
AB1 VKc2 (mABOO3VK)
BB7 VKc (mBB001VK)
DC1 VKc (mDCO01VK)
AF 193851

AB1 antikor kappa hafif zincir cergeve kalintilarini gosteren Tablo 21, CDR'lerin 5A zarfinda yer almaktadir. Kalinti kimlikleri bir
nokta (.) karakteri ile gosterilmektedir. Kalinti farkliliklari uygun olan yerde gosterilmistir.

Tablo 22:

Tablo 22, AF062260'In VK germ hatti J00248 geninden hi¢c somatik mutasyona sahip olmadidini gostermektedir. Kalinti kimlikleri bir
nokta (.) karakteri ile gosterilmektedir. Kalinti farkliliklari uygun olan yerde gosterilmistir.
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Tablo 23:

Kabat Numaralari
Vernier*

Canonical®

Interface

5A Yak ik

COR

AB RHA hADDOTHA
BT RPA (BB A:
SB7T Ry3 BB )" B!
JC1 RriA (MDCIOTHA; |
IC1 RHE mDL30THA;

Tablo 23, AB1, BB7 ve DC1 agir zincirlerinin nihai insanlastirilmis versiyonlarinin sekans hizalamasini gostermektedir. Bosluklar (-)
Kabat numaralandirmasini korumak ve uygulanabilir oldugunda kalinti ekleme ya da silme gostermek icin kullanilir.

5 Tablo 24:

Kabat Numaralar

Vernier*

Canonical®

Interace*

SA Yakiolie

COR

AB RKE IhABOU1RKE!
AB RKJ MABUD* RKJ)
BB/ RKA (hB80C* RKA)
BB/ RKB hBHOG* RKB)
DC1 RKA hDC 00 RKA!

DC1 RKB hOC00* RKB!

Tablo 24, AB1, BB7 ve DC1 kappa hafif zincirlerinin nihai insanlastinlmis versiyonlarinin sekans hizalamasini gostermektedir.
Bosluklar (-) Kabat numaralandirmasini korumak ve uygulanabilir oldugunda kalinti ekleme ya da silme gostermek igin kullanilir.

10
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TABLO 24A:

B

BBT SHB

BBT SHA

DT RHA

0T RHB

Fac)
BBT SHB
BET S HA
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Hafd Zincir {CDR1|

AB RKE o Yada

AB RKJ Yoo a e aal Yada: _ ... _.
BB7 RKB : A Yada: :
BB7 RKA [ Yada' .
DC1RKA Tttt Yadal

DC1 RKB [ . Yada:

Hafd Zincir {CDR2]

AB RKE e - oE - - Yada .: .- +.- Yada - -::
AB RKJ Co ' Ya da ' Ya da o
BB7 RKB - o . Ya da Lo Yada : -
BB7 RKA : : . Ya da ' Ya da

DC1 RKA ' Ya da ' Ya da

DC1 RKB Ya da ' Ya da

Hafd Zincir {CDR3)

AB RKE g Yada

AB RKJ : ' Ya da

BB7 RKB - : Yada

BB7 RKA i Yada .

DC1 RKA L Yada._.. :. ..
DC1 RKB T T Yada 77T

Tablo 24a, AB, BB-7 ve DC-1 antikorlarinin adir ve hafif zincirlerinde, ozellikle CDR'lerin ve yan bblgelere sahip olan CDR'lerin
sekansini gosteren Tablo 23 ve 24'te sunulan sekans bilgilerini 6zetlemektedir.
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Kimerik ve insanlagtirilmig antikorlarin karakterizasyonu

Kimerik ve insanlastinimig Abs, insan ve sinomolgus maymunu TG2'ye baglanma ve
bu enzimlerin enzimatik inhibisyonu icin asagida tarif edilen metodolojiye goére test

edilmistir.
METOTLAR
TG2 baglanmasi icin ELISA tahlili

insan ve sinomolgus maymunu TG2'yve antikor baglanmasi bir ELISA deneyinde
belirlenmistir. Berrak polistiren "Maxisorp” 96 kuyucuklu plakalar {Nunc), gece
boyunca 4 T'de 50 pl 10.05 M karbonat-bikarbonat tamponu pH 9.6 iginde 50 ng
saflagtinlmis insan veya sinomogulus maymun TG2 ile kaplanmigtir. Kontrol
kuyucuklari, 50 pl 100 pg/ml sigir serum albumini (BSA) ile kaplanmistir. Plakalar, 3
kez % 0.1 Tween 20 (PBST) iceren 300 pl fosfat tamponlu tuzlu su pH 7.4 (PBS) ile
yikanmistir ve oda sicakliginda 1 saat boyunca PBS iginde agirlik olarak 300 ul % 3
agirlik/ hacim Marvel yagsiz sut ile bloke edilmisgtir. PBST ile 3 kez yikand ktan sonra,
50 pl protein-A saflastinimis kimerik ya da insanlastinlmis anti TG2 antikorlan ya da
insan 1gG1 kappa izotop kontrol antikoru ya da CUB7402 (Abcam) seri olarak 4 kat
seyreltilmistir ve PBS'deki 50 nM'lik bir Ust konsantrasyondan 4 kat seyreltiimistir ve
iki kopya halinde plakaya ilave edilmistir. Oda sicakhginda 1 saat sonra plakalar, 3
kez PBST igerisinde yikanmistir ve 50 pl peroksidaz ile konjuge kegi anti insan 1gG
(Fc) (Serotec) ile inkube edilmistir, PBS icinde % 3 adirlhk/ hacim Marvel yadsiz sut
icerisinde ya da CUB7402 peroksidaz konjuge 1 / 5.000 ke¢i anti-fare 1gG (Fc)
(Sigma) ihtiva eden kuyucuklar i¢cin oda sicakliginda 1 saat boyunca seyreltiimistir.3
kez PBST ile yikandiktan sonra, plakalar 25 pl 0.5M H2S04 ile reaksiyonu
durdurmadan ve bir mikrotitre plaka okuyucusunda (BioTek EL808) 450 nM'de
absorbansi okumadan once, oda sicakhiginda 5 dakika boyunca 50 ul TMB substrati
(Sigma) ile gelistirilmistir. Doz yanit egrileri analiz edilmigtir ve verilere 4 parametreli
bir lojistik uygunluk (GraphPad Prism) kullanilarak EC50 degerleri ve diger

istatistiksel parametreler belirlenmigtir.
Buluga ait antikorlar ile TG2 inhibisyonunun floresan bazl transglutaminaz analizi.

Saflastinimis insan (Zedira) ya da sinomogulus maymunu TG2 enzimlerinin
(Trenzyme) transglutaminaz aktiviteleri, N,N-dimetile edilmis kazein (DMC, Sigma)

icerisine dansile edilmis olan lizin KxD'nin (Zedira) dahil edilmesi ile dlgulmustur.
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Insan ya da sinomogulus maymun TG2, sirasi ile 1 nM ve 10 nMlik bir
transamidasyon tamponu (250 nm NaCl, 2 mM MgClz, 5 mM CaCl2, 0.2 mM DTT ve
% 0.05 hacim/ hacim Pluronik F-1 iceren 25 mM HEPES pH 7.4) ile seyreltilmistir ve
protein-A saflastinimig, murin, kimerik ya da insanlastinimis TG2 antikorlarinin gesitli
konsantrasyonlari ile 384 kuyucuklu siyah mikro titer plakalari (Corning) icerisinde
180 dakika boyunca oda sicakliginda karistirnlmistir. Reaksiyonlar, sirasiyla 10 uM
ve 20 uM’lik bir nihai konsantrasyona ve 30 ul'lik bir nihai reaksiyon hacmine DMC ve
KxD ilave edilerek baslatiimistir ve 180 dakika boyunca oda sicakliginda devam
etmesine izin verilmistir ve floresandaki artisa (RFU) (280 nm'de eksitasyon |,
emisyon 550nm) bir Tecan Safire2 plaka okuyucu kullanilarak izlenmistir. Veriler, %
aktivite = {RFU test antikoru -RFU dusuk kontroller)) RFU yuksek kontroller -RFU
dusuk kontroller) x 100 olan dusuk aktivite yuzdelerine normalize edilmistir, burada
dugsuk kontroller enzim hari¢ tum bilesenleri icerir ve yuksek kontroller antikor

disindaki tum bilesenleri igerir.

Antikor doz yanit egrileri, GraphPad prizma yazilimi kullanilarak cizilmistir ve 1IC50 ve
diger istatistiksel parametreleri dondurmek icin 4 parametreli bir lojistik model
kullanilarak vyerlestiriimistir.  Sonuclar, S$ekiller 29 ila 33 arasindakilerde

gosterilmektedir.

insanlastirlmis ve murin anti TG2 antikorlarinin enzim inhibisyonu ve ELISA

baglama deneylerinin sonuclari ve tartisiimasi

Kimerik ve insanlastinlmis TG2 antikorlarinin, insan TG2'sinin transamidasyonunu
inhibe etme kabiliyeti, dansillenmis olan lizinin N, N-dimetillenmis kazeine doza bagl
inhibisyonu ile belirlenmigtir (Sekiller 29 ve 31'de orneklenmistir).Grup 1'den hem
kimerik hem de insanlastinlmis antikorlar (6rnek olarak cAB0O03, cBB0OO1, cDC001,
hBBOO1AA, hABOO1BB, hABOOS ve hABO04), ayni aralikta immobilize edilmis insan
TG2'sine baglanma gosteren ELISA verileri ile tutarll olarak dusuk nanomolar
aralhi§inda guglu TG2 aktivitesinin inhibe edildidini gosterir (Sekiller 35 ve 37).Buna
karsihk, ticari antikor CUB7402, ELISA deneylerinde grup 1 antikorlarina
karsilastinlabilir baglanmaya ragmen (Sekiller 35A, 36A, 37A ve 38A), enzimin
transamidasyon fonksiyonunu etkilemeyen bir epitopun CUB7402 tarafindan
taninmasiyla tutarli olarak insan ya da sinomogulus maymunu TG2 enzimatik
aktivitelerini (Sekil 29F ve 30B) inhibe edememigtir. Bu nedenle, grup 1 antikorlari,

enzim fonksiyonunu inhibe etme kabiliyetleri ile, enzimatik aktivite Uizerinde hicbir
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etkisi olmayan fakat baglanan CUB7402 gibi dider antikorlardan ayirt edilebilirler.
Benzer sekilde, grup 3'u temsil eden murin ve kimerik antikorlar (érnek olarak,
mDD2001, mDHO01, cDD9001 ve cDHO0O01), insan TG2 transamidasyonunu tutarh bir
sekilde inhibe etmistir, ancak grup 1 antikorlarindan daha dusuk bir potansiyele sahip
olmustur (Sekil 29 ve 33).Grup 1 ve grup 3'ten orneklenen ana murin monoklonal
antikorlar tarafindan insan TG2'nin inhibisyonu (Sekil 33), murin antikorlarinin
fonksiyonel potansiyelinin insanlastirimis versiyonlarda tutuldu§unu gosteren,
kimerik ve insanlastinimis versiyonlar ile karsilastinlabilir potansiyeller gosterir.
Benzer sekilde, orneklenen insanlastirilmis antikorlar hBBOO1AA, hBBOO1BB ve
hABO04 (Sekil 37) icin insan TG2 ELISA baglanma verileri, cBB001 ve cAB0O03
kimerik versiyonlari icin elde edilenler ile karsilastirilabilir EC50 degerleri gosterir; bu
da ayni zamanda insanlagtinlmig versiyonlarda baglanma benzesiminin de
korundugunu gosterir.  Kimerik ve insanlastinlmig antikorlar ayni  zamanda,
sinomogulus maymunlarda toplam % 99 sekans 6zdesligine sahip olan ayni turden
olan epitoplarin korunmasi ile tutarl olarak, sinomogulus maymun TG2'sinin etkili
inhibe edilmesini (Sekiller 30 ve 32) ve turler arasinda karsilastirilabilir ELISA
ECS50'leri (Sekiller 36 ve 38) sergilemistir. Aksine, CUB7402, grup 1 antikorlari olarak
her iki turun TG2'sine karsilastinlabilir baglanmay! gosterir, ancak her iki enzim
aktivitesini de inhibe etmez (Sekiller 35 ila 38 arasindakiler ve 29 ila 30
arasindakiler).

Hucre bazl analizler

Buluga ait antikorlarin, HK-2 epitelyal hucrelerinden hucre disi TG2've baglanmasi,

asagidaki protokol kullanilarak test edilmistir.

Hucre disi TG aktivitesinin olculmesi

Hucre disi TG aktivitesi, modifiye edilmis hiucre ELISA ile dlchimustur.HK-2 epitel
hucreleri, Accutase kullanilarak toplanmistir ve gece boyunca fibronektinin 100
pl/kuyucuk orani ile (50 mM Tris-HCI igcerisinde 5 ug/ml, pH 7.4) (Sigma, Poocle UK)
kaplanmis olan 96 kuyucuklu bir plaka Uzerine serumsuz ortamda 2 x 10M
hucre/kuyucuk yodunlugunda kaplanmistir. Hucrelerin 37 T'de O/N igin
baglanmasina izin verilmistir. Ortam, DMEM (Life Technologies) ile degistirilmistir ve
bilesikler, antikorlar ya da kontroller ilave edilmigtir ve 37 T'de ba glanmasina izin
verilmigtir. 0.1 mM biyotin kadaverin [N- (5 amino pentil biyotinamit) trifloroasetik asit]

(Zedira) kuyucuklara eklenmistir ve plaka 2 saat boyunca 37 T've geri
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dondurulmustur. Plakalar iki kez 3 mM EDTA/ PBS ile yikanmigtir ve hucreler, 5 mM
EDTA/ PBS igerisinde % 0.1 (agirhk/ hacim) deoksikolat ile gikariimistir. Supernatant
toplanmistir ve protein belirlemesi icin kullanilmistir. Plakalar, PBS/ Tween ile
yikanmistir ve oda sicakhiginda 1 saat boyunca 1:5000 ekstravidin HRP (Sigma,
Poole, UK) ve ardindan K Blue (SkyBio) substrati kullanilarak ortaya g¢ikan biyotin
kadaverin ilave edilmistir. Reaksiyon, Red Stop (SkyBio) ile durdurulmustur ve
absorbans, 4 650 nm'de okunmustur. Her antikor en az u¢ ayri durumda test

edilmistir.

Sonuclar Sekiller 39 ve 40'ta verilmistir ve ornek bir egri ve test edilen antikorlar igin
elde edilen IC50 degerleri tablosunu gostermektedir. Sekil 39, Insanlastiriimis AB1 ile

sonuglari gosterir ve Sekil 40, insanlastinimis BB7 ile sonuglar gosterir.

hABQOO05, HK2 hucrelerinin hucre digi TG2'sini, 71.85 nM bir IC50 ve yaklasik olarak
% 30 kontrol aktivitesinin maksimum bir inhibisyonu ile inhibe etmistir. hBBOO1AA,
aktiviteyi 19.8 nM 1C50 ve maksimum % 40 kontrol aktivitesi inhibisyonu ile inhibe
etmistir. hBBOO1BB 4.9 nM'lik daha iyi bir IC50'ye sahiptir, ancak yaklasik olarak
maksimum % 55 kontrol inhibisyonuna sahiptir.

Cizik Analizleri

Bulusun insanlastinimis ve kimerik anti TG2 antikorlarinin baglanma aktivitesini

degerlendirmek icin ayni zamanda cizik yara deneyleri de yapilmistir.

TG2'nin akciger fibrozunda onemli bir roli oldugu gosterilmistir ve TG2 nakavt
farelerinin, bleomisin modelinde vyara izinde azalma ve fibroz gosterdigi
gorulmektedir.(Keith C. Olsen, Ramil E. Sapinoro, R. M. Kottmann, Ajit A. Kulkarni,
Siiri E. lismaa, Gail V. W. Johnson, Thomas H. Thatcher, Richard P. Phipps,
andPatricia J. Sime. (2011) Transglutaminase 2 and Its Role in PulmonaryFibrosis.
Am.J of Respiratory & Critical Care Med. 184 0699-707). Yaralarin Uzerindeki
hucrelerin TG2 nakavt farelerden gocu, vahsi tipe kiyas ile azalmistir. Bulusun
insanlastirnimis ve/ veya kimerik anti TG2 antikorlarinin, normal akciger fibroblastlari
(WI-38 hucreleri) tabakasinda vyaranin kapanma hizi Uzerindeki etkisini

degerlendirmek icin cizik yara analizi yapilmistir.
Cizik analizi protokolu:

WI-38 hucreleri {(normal insan akciger fibroblastlarnt ATCC kategori #CCL-75}, bir 96
kuyucuk Image Lock plakasinda (Essen kategori #4379) 2 x 10%kuyucukta % 10
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FBS ile aMEM ortamindaki (Life Technologies kategori #32561) kaplanmistir ve O/N
> % 97 konfluansta buyutulmustur. Hucreler, serumsuz olarak aMEM ortami ile 2 kez
yikanmistir ve bir Essen Yara Olusturucusu ve uretici protokollu kullanilarak bir gizik
yara olusturulmustur. Ortam uzaklastinlmis ve 95 plioyuk serumsuz ortam ile
degistiriimistir. Kuyucuklara kontroller ve test antikorlan eklenmistir. Plaka bir Essen
Incuycte icine yerlestiriimistir ve yaranin kapanmasi ¢izik yara protokolu kullanilarak

analiz edilmistir.

Sitokalazin D, 0.1 puM'de bir analiz kontrolu olarak kullanmiimistir. Spesifik olmayan bir
transglutaminaz inhibitéru olan kuguk bir molekul olan R281, 100 pM'de test
edilmistir. Z DON, tersinir olmayan bir transglutaminaz inhibitorii olan bir peptit, 10
MM ve 100 uM'de test edilmistir. Ticari olarak temin edilebilen TG2 antikoru Cub7402
(ABcam kategori #abh2386) 5 pyg/ml'de test edilmistir. Bulusa ait antikorlar, belirtildigi
gibi cesitli konsantrasyonlarda en az u¢ kez test edilmistir. Tum deneylerde kontrol
olarak, doza bagl bir etki gostermek icin 0.1 uM'de Sitokalazin D ve iki
konsantrasyonda ZDON kullaniimistir.

Cizik analizinin érnek sonuclari, Sekil 41 ila 44 arasindakilerde gosteriimektedir. Sekil
41'de gorulebilecegi gibi, Sitokalazin D, R281 ve ZDON'un tumunun vyara
kapanmasini inhibe ettigi (ZDON'un doza bagl bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir)
ancak Cub7402 antikorunun yara kapanmasini inhibe etmedidi gosterilmigtir.
Insanlagtinimis BB7, Insanlagtinimis AB1 ve Kimerik DC1'in tuml yaranin
kapanmasini inhibe etmistir.

Kimerik ve insanlagtiriimis anti TG2 Abs'in benzegimleri

Bulusun insan TG2 ve siyano TG2'ye karsi kimerik ve insanlastiriimig Abs paneli igin
baglanma benzesimleri (Kds ve off oranlar) Biacore teknikleri kullanilarak
dederlendirilmistir. Protokoller ve sonuglar asagida tarif edilmistir ve Sekiller 45 ila 47
arasindakilerde gosterilmektedir.

Biacore metotlar

Rekombinant insan TG2, Zedira GmbH'den elde edilmistir (kategori no.:
T002).Rekombinant sinomolgus maymun TG2, Trenzyme'den elde edilmistir.Y uzey
plazmon rezonansi (SPR) bir Biacore T200 cihazinda (GE Healthcare)
olgulmustur.CM5 cipleri (GE Healthcare kategori no.: BR-1006-68), ureticinin
talimatlan dogrultusunda, monoklonal fare anti insan IgG1 (F¢) (MAH) antikoru (GE
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Healthcare kategori no .. BR-1008-39) ile kaplanmistir. HBS-EP+ tamponu (0.01 M
HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, % 0.05 hacim / hacim Yuzey aktif madde P20)
ve HBS-P+ tamponu (0.01 M HEPES, 0.15 M NaCl, % 0.05 Yuzey aktif madde P20)
10x stoklar halinde (kat. no: BR-1006-69 ve BR-1006-71) GE Healthcare'den satin
alinmistir. Kalsiyum Klorur ¢ozeltisi Sigma Aldrich'ten (kategori no. 211115) elde

edilmistir.

Anti TG2 antikorlarinin benzesimini belirlemek icin kullanilan metot, kimerik ya da
insanlastinimis antikorlarin bir MAH kaph CM5 cipinin yakalanmasini ve ardindan bir
dizi TG2 numunesinin galisma tamponuna enjekte edilmesini igerir. Calisan tampon,
kalsiyumsuz deneyler icin 1 mM CaClz ya da 1 x HBS-EP+ iceren 1x HBS-P+ idi.
Antikor yakalama, yaklasik ila 40 ila 80 arasinda RU yakalanmasi ile sonuglanan 10
ul/dakika akis hizinda 120 saniyelk bir temas sluresi boyunca
gerceklestiriimistir. TG2, immobilize edilmis antikor uzerine, 25 nM ila 400 nM
arasinda degisen konsantrasyonlarda, 30 pl/ dakikalik bir akis hizinda 600 saniyeye
kadar bir temas suresi ile enjekte edilmistir. TG2'nin aynsmasi tipik olarak 5400
saniyeye kadar (1.5 saat) dlculmustur. Daha sonra ¢ipin yenilenmesi, 30 pl/f ml akis
hizinda 60 saniyelik bir temas suresi boyunca 3 M MgClz kullanilarak, ardindan bir
sonraki numuneden dnce 300 saniyelik bir stabilizasyon siresi ile yapilmistir. insan
ve sinomolgus maymun TGZ2'nin her biri igin, en az iki ayr deneyde, cesitli

konsantrasyonlarda en az 5 enjeksiyon yapiimistir.

Kinetik veriler Biacore T200 Degerlendirme Yazihmindan digsa aktarimistir ve
birlesme fazlan ve aynsma fazlarinin sirasi ile bir fazl birlestirme modeli ve bir fazli
ustel bozunma modeli kullanilarak ayn ayn analiz edildigi GraphPad Prism
kullanilarak analiz edilmistir. Birlesme oranlan (kon) her egri icin ayn ayri
hesaplanmistir ve toplanan uzun ayrilma faz verilerinden ayrilma oranlan (ko)
degerleri hesaplanmistir. koff dederlerinin <1 x 10-% s olarak hesaplandidi yerlerde,
analiz icin bu degerler daha yavas tahmin edilemediginden, degerler 1 x 10~ olarak
belirlenmistir. kon ve ko dederleri, asadidaki tablolarda, her bir TG2 torl icin her
antikor icin ayrn ayrni hesaplanan dederlerin ortalamasi olarak birden fazla
konsantrasyonda +/- 1 standart sapma olarak sunulmustur. Ko degerleri ortalama ko/

ortalama kon olarak hesaplanir.

Biacore deneylerinin sonuclari
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Tablo 25:
insan TG2
Antikor kot (s') | St Sapma | k., (M1s") | St.Sapma | Kp (M)
+ Ca2* <10 - 17x105 |3.2x10% <6 x10-11
cABOO3 _Ca? <10 - 86x10° |2.1x10° <1x1010
+ Ca?* <10° - 21x105 |6.9x104 | <5x 10
cBB001 _Ca? <10 - 15x10° |18x10% | <7 x 101
hABOO4 (hABOO1AE) 2.4x10°5 1.0x105 20x%x105 [1.4x105 | 1.2x101°
5
HABOO5 (hABOO1AJ) <10 - 1.9x10° |68x10¢ | <5x10
hBBOO1AA <10°® - 27x105 |1.1x105 <4 x 101
hBB0O01BB <10°® - 24x10° [1.2x10° <4 x10M
5
¢DC001 <10 - 32x105 |57x10¢ | <3x10M
DHOO + Ca2* 18%x105 | 49x10% | 28x10% |[13x10¢ | 64x10™
_Ca? 49%x10% | 1.6x10° | 24x10% |1.2x10° 23x10°
+ Ca2* 13%x105 | 1.8x10% | 3.0x10% |23x10% | 43x1071°
CDD9001 =% 71x10° | 1.6x10° | 23x10° |7.6x10° 3.1 x 1079

Tablo 25, insan TG2'sine karsi elde edilen kinetik verileri gostermektedir. Koft

degerlerinin < 1 x 10° s"den daha dusik olarak hesaplandigi yerlerde, analiz igin bu

degerler daha yavas belirlenemediginden, dederler 1 x 10 olarak ayarlanmistir.

Tablo 26:

Sinomolgus TG2

St. Sapma St.
Antikor Kott (571) ] kon (Ms') | Sapma Ko (M)
o4 5 -6 5 5 M
CABOO3 +é:; 1.2 x 10 8.6 x 10 2.4 x10 1.1x 10 23'311310
13x10% | 1.5x10% | 1.4x105 | 1.9x10* :

58001 + Ca?* <10° - 29x105 | 9.0x10¢ | <3x10™
cBBOO - Ca?* <10 - 1.9x105 21x104 <5x10M
hAB004 (hABOO1AE) | 1.8x10%° | 2.3 x10° 1.6x10° | 7.3x10° | 19 x 10"

-5
HABOOS5 (hABOO1AJ) | 34 X107 | 4ex100 | 1.4x105 | 41x10* | 24x1070
hBBOO1AA <10° - 3.0x10° | 1.4x105 | <3x10"
hBBO01BB 37x10° | 34,406 | 27x10° | 1.3x10% | 1.4x107°
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-5
<DC001 <10 - 42x105 | 33x10¢ | 24x10™
DHO01 ycaz | <107 : 15x10¢ | 9.5x10% | <7x107°
c _ 2+ -4 4 4 -9
Ca 63%10% | 1, 105 | 26x10° | 1.0x10° | 24x10
+Ca? | 16x10% | 1.4x105 | 31x10* | 1.6x10* | 52x1070
CDDO0OT e T 41x10° | 1.6x105 | 46x10° | 1.3x10° | 8.9x 107

Tablo 26, sinomolgus TG2'sine karsi elde edilen kinetik verileri gostermektedir. koif
degerlerinin <1 x 10~ s""den daha dusuk olarak hesaplandigi yerlerde, analiz igin bu

degerler daha yavas belirlenemediginden, degderler 1 x 10 olarak ayarlanmistir.

Sekiller 45 ila 47 arasindakiler, drnek Biacore veri kumelerini saglar. Gorulebilecegi
gibi, insanlastinimis ve kimerik antikorlar cABO03, cBB001, hAB004, hABOQOS5,
hBBOO1AA, hBBO01BB, TG2 icin cDCO001, insan ve sinomolgus TG2 icin 120 pM ya
da daha iyi Kd degerleri ile mukemmel yakinliga sahiptir. Kimerik antikorlar cDH001
ve CDD9001, insan ve sinomolgus TG2 ile daha dusuk birlesme oranlan ve daha
zayif genel benzesim sergiler. Kalsiyum vyoklugunda bir antikor
cDHO01 ve CDDS001

oranlarindan (kofr) dolayr daha zayif oldugu durumlarda etkisinin ¢ok az ya da hig

seciminin

incelenmesi, haric, baglanmanin daha hizli ayrisma

olmadigin gosterir.
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A: SERUM ELISA
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Grup 1
. (AB-1 bafjlama béigesi)

Varsayilan Ca badiama bdlgeleri " Grup 2
Katalitik triad (Cys 277, Aap 358, His 155) {DF 4 bajlama béigesi)

Grup 3
(DD-9 bafjlama béigesi)
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Antikor AB-1
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A: Antikor AB1 ile inhibisyon

Ortalama OD 450 nm/mg protein
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Kontrol TG pan inhibisyonu

B: Antikor DC1 ile inhibisyon

Ortalama OD 450 nm/mg protein
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. TG2+ kontral 1IgG
O T1G2+ AB1
TG2+ Quark (MRC - CTD190)
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SEKIL 13

@ 162+ kontrol tgG
[ TG2+ AB1
TG2+ Quark (MRC - CTD190)

AN

A RN

.
1n

Zaman (dakika)

SEKIL 14

IR




3H-prolin / mg hiicre proteini (kontroliun %)

13 /50

120 1

1€0 A

I

\{{\ ‘\\\ N |
N
\

SRR %m%\\\

RS
\\:~
[

HK?2 HK-2+AB1

SEKIL 15



14 /50

10

ECS0 (j: g/ml)

E

C

50

SEKIL 16



15 /50

154
7
%
Z 10 7
3 - e )
3 L
i
8 //;:_f//) //,,- s
e L
0.5+ 7 f////’//%/;' G
oy ?////f/"//"{f%ﬂ
;'fj; i 77
Ll Vs
. % G
ieroorrosrorra.) L =
Kontrol CLB 7402 MRC quark CTD 130

Test igG
SEKIL 17



16 /50

Antikor AB-1
AB1 VH
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Antikor BB-7
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Antikor DC -1
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Antikor JE-12

JE12 VH
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Antikor EH-6

EHé VH
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Antikor AG-9

AG9 VYH
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Antikor AH-3

AH3 VH
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Antikor DD-9
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Antikor DH-2
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Antikor DD-6
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