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OZET

ANTI-FOLAT RESEPTOR ALFA ANTIKORLAR VE BUNLARIN KULLANIMI

Mevcut bulus, folat reseptor alfa (FRa} icin spesifik, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 26 iceren
bir hafif zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 27 igeren bir hafif zincir CDR2, amino asit
dizilimi SEQ ID NO: 28 iceren bir hafif zincir CDR3, amino asit dizlimi SEQ 1D NQ: 30 igeren hir
agir zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 31 iceren bir agir zincir CDR2 ve amino asit
dizilimi SEQ ID NO: 32 iceren bir agir zincir CDR3 iceren izole bir antikor ya da bunun antijen

baglayan bir pargasini sunar.
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ISTEMLER

1. Folat reseptor alfa (FRa) igin spesifik izole bir antikor ya da bunun antijen baglayan
bir parcasi clup, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 26 igeren bir hafif zincir CDR1, amino asit
dizilimi SEQ ID NQ: 27 iceren bir hafif zincir CDR2, aminoe asit dizilimi SEQ ID NO: 28 iceren
bir hafif zincir CDR3, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 30 igeren bir agir zincir CDR1, amino asit
dizilimi SEQ ID NO: 31 igeren bir agir zincir CDR2 ve amino asit dizilimi SEQ 1D NO: 32 icerir.

2. istem 1'deki izole antikor ya da antijen baglayan parcasi olup, burada antikor bir

murin antikoru, bir kimerik antikor ya da insanlastinlmis bir antikordur.

3. Istem 1'deki izole antikor ya da antijen baglayan pargasi olup, amino asit dizilimi SEQ
ID No: 29 iceren bir hafif zincir degisken bolgesine ve/veya amino asit dizilimi SEQ ID NO: 33

iceren bir agir zincir degisken bdlgesine sahiptir.

4, Folat reseptdr alfa igin spesifik bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasini
kodlayan izole bir polinuikleotid olup, burada kodlanan antikorun hafif zincir CDR1'i amino
asit dizilimi SEQ ID NO: 26, kodlanan antikorun hafif zincir CDR2'si amino asit dizilimi SEQ |D
NO: 27, kodlanan antikorun hafif zincir CDR3'a amino asit dizilimi SEQ ID NO: 28, kodlanan
antikorun agir zincir CDR1'i amino asit dizilimi SEQ ID NO: 30, kodlanan antikorun agir zincir
CDR2'si amino asit dizilimi SEQ ID NO: 31, kodlanan antikorun agir zincir CDR3'li amino asit

dizilimi SEQ ID NO: 32 igerir.

5. Istem 4’e gére poliniikleotid olup niikleotid dizilimleri SEQ ID NO: 61 ve 65'i igerir.

6. Istem 4'teki izole polinikleotid olup, niikleik asit dizilimileri SEQ ID NO: 58, SEQ, ID NO:
59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NC: 62, SEQ ID NO: 63 ve SEQ ID NO: 64'U igerir.

7. Istem S - 6 arasindaki istemlerden herhangi birindeki izole poliniikleotidi iceren bir
vektordur.

8. Bir rekombinant hiicre olup istem 7'deki vektori igerir.

9. Istem 8’deki rekombinant hiicre olup burada hiicre bir dkaryotik hiicre, bir bitki

hlicresi ya da bir bakteridir.

106



10

15

20

25

EP-17390

10. ATCC’de katilim numarasi PTA-11885 ile depelanan bir hiicre hatti tarafindan Uretilen

folat reseptor alfa (FRa) igin spesifik bir izole antikordur.

11. Bir biyolojik drnekte, numuneyi 1 - 10 arasindaki istemlerde yer alan antikora ya da
bunun antijen baglayan bir pargasina maruz birakmak ve folat reseptor alfa (FRa)'yi
belirlemekten olugan folat reseptor alfa (FRa) ya da FRa ekspres eden bir kanseri saptama

yontemidir.

12. istem 11'deki ydntem olup, burada biyolojik drnek bir insan, kemirgen, insan

olmayan primat, tavsan ya da kdpekten tiretilir.

13. Bir denekte folat reseptdr alfa ekpres eden bir kanserin tanisina yonelik bir yontem

olup sunlariigerir:

a. denekten alinan bir biyolojik drnegi istem 1 ya da istem 10'daki antikora; ya

da bunun antijen baglayan bir par¢asina maruz birakmak;

b. ornekte mevcut folat reseptdr alfa (FRa) miktarint belirlemek;

o ornekte mevcut folat reseptodr alfa (FRa) miktari ile bilinen bir standardi

karsilastirmak; ve

d. denegin folat reseptor alfa (FRa) seviyelerindeki diisiisii, kanser ile

iliskilendirilen folat reseptor alfa (FRa} seviyeleri dahilinde belirlemek.

14, istem 13'teki ydntem olup, burada denegin adenckarsinom hiicrelerinin folat
reseptor alfa ekspres ettigini belirlemek denegin, adenokarsinom hicrelerinin folat reseptor
alfa ekspres etmedigi duruma gore daha yiksek 5 yillik hayatta kalma oranina sahip

olacagini gdostermektedir.

15. Bir denekte folat reseptor alfa ekspres eden bir kanserin izlenmesine yonelik hir

yontem olup sunlariigerir:

a. denekten alinan bir biyolojik drnegi istem 1 ya da istem 10'daki antikora; ya

da bunun antijen baglayan bir parcasina maruz birakmak;
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b. ornekte, antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi tarafinda baglanan

mevcut folat reseptor alfa (FRa} miktarini belirlemek;

o ornekte mevcut folat reseptor alfa (FRa) miktar ile

i. bilinen bir standardi karsilastirmak ya da

ii. daha &nceki bir zaman noktasinda yer alan bir denekten alinan bir

bivolojik érnekle karsilastirmak; ve

d. denegin folat reseptor alfa (FRa) seviyelerinin kanserin ilerlemesi, gerilemesi

ya da stabil olmasina yénelik bir gdsterge olup clmadigini belirlemek.

11 - 15 arasindaki istemlerden herhangi birindeki ydntem olup, burada biyolojik

ornek idrar, kan, serum, plazma, tiiklrik, assitler, dolasimdaki hicreler, dolasimdaki timor

hicreleri, dokularla iliskili olmayan hucreler, dekular, cerrahi olarak rezeke edilmis timor

dokusu, biyopsiler, ince igne aspirasyonu ya da histolojik hazirhklardan tiretilebilir.

17.

Istem 13'teki yéntem olup, burada kanser gégiis kanseri, tiroid kanseri, kalin bagirsak

kanseri, endometriyal kanser, fallop tlipi kanseri ya da yumurtalik kanseridir.

18.

19.

20.

Istem 17’deki ydntem olup, burada kanser akciger kanseridir.

Istem 18'deki ydntem olup, burada akciger kanseri adenokarsinomdur.

Istem 13'teki ydntem olup, burada bilinen standart,

a. kansersiz olarak tanimlanan deneklerden tiiretilen folat reseptér alfa (FRa)
seviyelerini ya da bilinen bir konsantrasyondaki preparat folat reseptor alfa

proteinini;

b. erken evre folat reseptor alfa ekspres eden kanserli olarak tanimlanan

deneklerden tliretilen FRa seviyelerini;

c. orta evre folat reseptor alfa ekspres eden kanserli olarak tanimlanan

deneklerden turetilen FRa seviyelerini;
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d. gec evre folat reseptor alfa ekspres eden kanserli olarak tanimlanan

deneklerden turetilen FRa seviyelerini igerir.

21. istem 20'deki ydntem olup, burada kanser gégiis kanseri, tiroid kanseri, kalin
bagirsak kanseri, endometriyal kanser, fallop tiipl kanseri, yumurtalik kanseri ya da akciger

kanseridir.

22 13 - 21 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yéntem olup, ayrica, asagidaki
bahsedilen maruz birakma adimini, denegin biyolojik 6rneginin sunlardan segilen bir ikinci

antikora ya da bunun antijen baglayan pargasina maruz birakilmasini igerir:

i istem 1'in antikoru;

ii. istem 10'un antikoru;

iii. sunlari igeren, folat reseptor alfa (FRa) igin spesifik izole bir antikor ya
da bunun antijen baglayan bir par¢asi: amino asit dizilimi SEQ ID NO:; 10
iceren bir hafif zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 11 igeren bir hafif
zincir CDR2, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 12 iceren bir hafif zincir CDR3,
amino asit dizilimi SEQ. ID NO: 14 iceren hir agir zincir CDR1, amino asit
dizilimi SEQ ID NQ: 15 igeren bir agir zincir CDR2 ve amino asit dizilimi SEQ ID
NQO: 16 igeren bir agir zincir CDR3;

vi. ATCC'de katihm numarasi PTA-11884 ile depolanan bir hiicre hatti

tarafindan Uretilen folat reseptér alfa (FRa) icin spesifik hir izole antikor;

V. folat reseptor alfa (FRa) igin spesifik izole bir antikor ya da bunun
antijen baglayan bir parcasi olup, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 18 iceren bir
hafif zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 19 igeren bir hafif zincir CDR2,
amino asit dizilimi SEQ 1D NQ: 20 iceren bir hafif zincir CDR3, amino asit
dizilimi SEQ ID NO: 22 igeren bir agir zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID
NO: 23 iceren bir agir zincir CDR2 ve amino asit dizilimi SEQ ID NO: 24 iceren

bir agir zincir CDR3 igerir;
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Vi ATCC’de katilim numarasi PTA-11886 ile depolanan bir hiicre hatt

tarafindan Uretilen folat reseptor alfa (FRa) icin spesifik bir izole antikor;

vil, folat reseptor alfa (FRa} icin spesifik izole bir antikor ya da bunun
antijen baglayan bir pargasi olup, amino asit dizilimi SEQ ID NQ: 2 igeren hir
hafif zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 3 iceren bir hafif zincir CDR2,
aminoc asit dizilimi SEQ ID NO: 4 igeren bir hafif zincir CDR3, amino asit dizilimi
SEQ ID NO: 6 igeren bir agir zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 7
iceren bir agir zincir CDR2 ve amino asit dizilimi SEQ ID NO: 8 iceren bir agir

zincir CDR3; ve

viii.  ATCC'de katilm numarasi PTA-11887 ile depolanan bir hiicre hatti

tarafindan retilen folat reseptor alfa (FRa) icin spesifik bir izole antikor igerir;

hurada ikinci antikor birinci antikordan farklidir.

23. istem 22'deki yéntem olup, burada denegin biyolojik 6rnegi istem 1 ya da istem 10'daki
antikora ya da bunun antijen baglayan parcasina maruz birakilir ve sonra sunlara maruz

birakilir:

a. folat reseptor alfa (FRa) icin spesifik izole bir antikor ya da bunun antijen baglayan
bir pargasi olup, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 10 igeren bir hafif zincir CDR1, amino
asit dizilimi SEQ ID NO: 11 iceren bir hafif zincir CDR2, amino asit dizilimi SEQ 1D NO:
12 iceren bir hafif zincir CDR3, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 14 igeren bir agir zincir
CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 15 i¢eren bir agir zincir CDR2, amino asit dizilimi
SEQ ID NOQ: 16 igeren hir agir zincir CDR3 icerir;

b. ATCC’de katiim numarasi PTA-11884 ile depolanan bir hlicre hatti tarafindan

uretilen folat reseptdr alfa (FRa) icin spesifik bir izole antikor icerir;

c. folat reseptor alfa (FRa) icin spesifik izole bir antikor ya da bunun antijen
baglayan bir parcasi olup, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 18 iceren bir hafif zincir
CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 19 iceren bir hafif zincir CDR2, aming asit
dizilimi SEQ ID NO: 20 iceren bir hafif zincir CDR3, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 22
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iceren bir agir zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 23 igeren bir agir zincir

CDR2 ve amine asit dizilimi SEQ ID NO: 24 iceren bir agir zincir CDR3 igerir;

d. ATCC’de katiim numarasi PTA-11886 ile depolanan bir hlicre hatti tarafindan

tretilen folat reseptdr alfa (FRay} igin spesifik bir izole antikor;

e. folat reseptor alfa (FRa) icin spesifik izole bir antikor ya da bunun antijen
baglayan bir parcasi olup, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 2 i¢eren bir hafif zincir CDR1,
amino asit dizilimi SEQ ID NO: 3 iceren bir hafif zincir COR2, amino asit dizilimi SEQ ID
NQ: 4 iceren bir hafif zincir CDR3, amino asit dizilimi SEQ ID NQ: 6 igeren bir agir
zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 7 iceren bir agir zincir CDR2 ve amino asit

dizilimi SEQ ID NO: 8 igeren bir agir zincir CDR3 igerir;

f. ATCC'de katihm numarasi PTA-11887 ile depolanan bir hiicre hatti tarafindan

uretilen folat reseptdr alfa (FRa} igin spesifik bir izole antikor igerir.

24, 15 - 21 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yontem olup, burada yontem,

denegin kanser i¢in tedavi edilmesinden sonra yuritlir.

25, 11 - 24 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yontem olup, burada antikor ya da

antikor pargasi etiketlenir.

26, Istem 25'teki yontem olup, burada etiket bir radyo etiket, bir flioresan etiket, bir

epitop etiket, biyotin, bir kromofor etiket, bir ECL etiket ya da bir enzimdir.

27. 11 - 24 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yéntem olup, burada maruz

birakilan folat reseptdr alfa (FRa) bir hiicreye haghdir ya da degildir.

28, 11 - 24 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yontem olup, burada folat reseptor
alfanin (FRa} drnekteki varhig, western blot, imminohistokimya, akis sitometrisi,
radyoimmunoassay, immuno ¢dkelim, elektrokemiliminesans imminoassay (ECLIA), ya da

ELISA kullanilarak belirlenir.
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29. Bir biyolojik &rnekte folat reseptor alfanin (FRa} varligini saptamaya yénelik ve istem
1 ya da istem 10'daki antikorlardan en az birini ya da bunlarin antijen baglayan bir par¢asini

iceren bir kittir.

30. Bir biyolojik érnekte folat reseptdr alfanin {(FRat) varhigini saptamaya yoénelik bir kit

olup sunlan igerir:

istem 1 ya da istem 10'daki antikorlardan en az biri ya da bunlarin antijen baglayan

bir pargasi

burada dahil edilen antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi kati bir destege

sabitlenmistir.

31.  Bir biyolojik ornekte folat reseptor alfanin (FRa} varligini saptamaya yonelik bir kit

olup sunlariigerir;

istem 1 ya da istem 10'daki antikorlardan en az biri ya da bunlarin antijen baglayan

bir pargasi

burada dahil edilen antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi saptanabilir sekilde

etiketlenir.

32. Istem 13 ya da istem 14'teki yéntem olup, burada denegin folat reseptor alfa (FRo)

seviyeleri denegin yakalandigi kanser tiri igin gdstergedir.

33, istem 32'deki yéntem olup, burada kanser akciger adenokarsinom ya da skilamdoz

hlucre akciger karsinomdur.

34, 1 - 3 arasindaki istem ya da istem 10'daki izole antikorlardan herhangi biri olup,

burada antikor saptanabilir sekilde etiketlenir.

35. Istem 34'teki antikor olup, burada saptanabilir etiket bir radyo etiket, bir fliioresan

etiket, bir epitop etiket, biyotin, bir kromofor etiket, bir ECL etiket ya da bir enzimdir.
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36. istem 35'teki antikor olup, burada etiket rutenyum, 111In-DOTA,
111Indietilenetriaminpentaasetik asit (DTPA), yaban turpu peroksidaz, alkalin fosfataz ve

beta-galaktosidaz, ya da poli-histidindir.

37. 11 - 21 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yontem clup, burada antikor ya da

antijen baglayan pargasi kati bir destege sabitlenir.

38. 13 - 14 arasindaki istemlerden herhangi birindeki yontem olup, ayrica folat reseptor
alfa (FRa} ekspres eden adenokarsinomu olan bir denek igin tercih edilen bir sonug &n
gérmeyi de icerir, burada tercih edilen bir sonug daha yiksek 5 yillik hayatta kalma oranina

sahip olmak olarak tanimlanmistir.
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TARIFNAME

ANTI-FOLAT RESEPTOR ALFA ANTIKORLAR VE BUNLARIN KULLANIMI

BULUSUN ALANI

Burada belirtilen konu folat reseptor alfa (FRa)-spesifik antikorlari ile ilgilidir

ARKAPLAN

Insanlarda, folat icin yiiksek cekimli reseptér dért izoform olarak gelir: alfa, beta,
gamma ve delta. Alfa, beta ve delta formlari tipik olarak hiicre membranlarnna bir glikosil
fosfatidilinositol (GPI) baglayicisi ile baglidir. Bunlar hiicre disi ve endositik bolmeler arasinda
geri donasir ve folati hiicreye tasiyabilirler. Folat reseptérlerinin ¢dzinebilir formlari,
membrana bagli folat reseptérlerindeki proteaz ya da fosfolipaz eylemi tarafindan

turetilebilir.

Folat reseptorii alfa (ayrica FRa, FR-alfa, FOLR-1 ya da FOLR1 olarak da bilinir) gesitli
epitel dokularda ifade edilir, bunlara koroid pleksus, akciger, tiroid, bébrek, rahim, gégus,
Fallop tiipl, epididim ve tikiirik bezleri dahildir. Weitman, SD ve digerleri., Cancer Res 52:
3396-3401 (1992); Weitman SD ve digerleri, Cancer Res 52: 6708-6711 (1992). FRa'nin asir
okunmasi, akciger kanseri {orn, karsinoid timborler ve adenokarsinoma gibi kiiclik hicreli
olmayan akciger kanserleri); mezotelyoma; yumurtalik kanseri; bobrek kanseri; beyin kanseri
(0rn, anaplastik epandimom, serebellar jivenil pilositik astrositom ve beyin metastazlan);
servikal kanser; nazofarengiyal kanser; mezodermal olarak tiireyen timaor; bas ve boyunda
skuamoz hiicre karsinomu; endometriyal kanser; papiller serdz ve endometrioid yumurtahk
adenokarsinomlari, yumurtalik seréz kistadenokarsinomlari, gdgls kanseri; mesane kanseri;
pankreas kanseri; kemik kanseri (orn., yiksek gradeli osteosarkoma}; hipofiz kanseri (orn,
hipofiz adenomlan); kalin bagirsak kanseri ve meduller tiroid kanseri gibi ¢esitli kanserlerde
goézlenmistir. Bkz. 6rn, ABD Patent No. 7.754.698; ABD. Patent Publication No.
2005/0232919; Intl. Publ. No. WO 2009/132081; Bueno R ve digerleri, ] of Thoracic and
Cardiovascular Surgery, 121(2); 225-233 (2001); Elkanat H & Ratnam M. Frontiers in
Bioscience, 11, 506-519 (2006); Basal ve digerleri, PLoS ONE, 4(7):6292 {2009); Fisher RE )
Nucl Med, 49: 899-906 (2008}; Franklin, WA ve digerleri, Int ] Cancer, Suppl 8: 89-95 (1994)};
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Hartmann LC ve digerleri, Int J Cancer 121: 938-942 (2007); Iwakiri S ve digerleri, Annals of
Surgical Oncology, 15(3): 889-899 (2008); European patent publication EP 2199796, Parker
N. ve digerleri, Analytical Biochemistry, 338: 284-293 (2005); Weitman, SD ve digerleri,
Cancer Res 52: 3396-3401 (1992); Saba NF ve digerleri, Head Neck, 31(4): 475-481 (2009);
Yang R ve digerleri, Clin Cancer Res 13: 2557-2567 (2007). Bazi kanser tirlerinde (&rn., bas
ve boyunda skuamdz hiicre karsinomu), ylksek seviyeli FRa okumasi yetersiz prognoz ile
iliskilendirilir, oysa diger kanser tiirlerinde (6rn., kiicik hiicreli olmayan akciger kanserleri),
yiksek seviyeli FRoo okumasi daha olumlu bir prognoz ile iliskilendirilir. Bkz., 6rn, lwakiri S ve
digerleri, Annals of Surgical Oncology, 15(3): 889-899; Saba NF ve digerleri, Head Neck,
31(4): 475-481 (2009)

Smith ve digerleri tarafindan yayinlanan, Hybridoma, vol 26, no. 5, 2007-10 pg 281-288'de

folat reseptér alfayi saptayabilecek bir monoklonal antikor agiklanmaktadir.

Kanserin daha erken evrede saptanmasi, hayatta kalma oranlarini ve yasam
kalitesini artirmaktadir. Erken teshis ve tedavi olasili§ini artirmak igin, FRa-okunan
kanserlerin tanisinda ve mevcut FRa-okunan kanserlerin izlenmesinde invazif olmayan

yontemler zorunlu ihtiyagtir.

OZET

Burada, FRa'ya ozellikle baglanan antikorlar sunulmustur. Ayrica verilen
antikorlar kodlayabilen ilgili niikleotidler, verilen antikorlar ekspres eden hiicreler, yvani sira
iliskili vektérler ve
saptanabilir antikor etiketleri de agiklanmigstir. Ek olarak verilen antikorlarin kullanim
yontemleri agiklanmistir. Ornegin, verilen antikorlar kanser tanisinda; ilerleyen, gerileyen ya
da stabil kanser takibinde; s6z konusu kanser igin bir prognoz gelistirmede; bir hastanin
kanser tedavisi almasi gerekip gerekmedigini belirlemede, ya da bir denegin FRa-okunan bir
kansere yakalanip yakalanmadigini, bu yiizden de FRa-spesifik kanser énleyici terapdtiklere

uygun olup olmadigini belirlemede kullanilabilir.

Mevcut bulusun bir ydniinde, izole bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir
parcasi sunulmaktadir, folat reseptdr alfa (FRay) icin spesifik olan bu antikor amino asit

dizilimi SEQ ID NO: 26 iceren bir hafif zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NQ: 27 iceren
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bir hafif zincir CDR2, amino asit dizilimi SEQ ID NO: 28 iceren bir hafif zincir CDR3, amino asit
dizilimi SEQ ID NO: 30 igeren bir agir zincir CDR1, amino asit dizilimi SEQ ID NC: 31 iceren bir

agir zincir CDR2 ve amino asit dizilimi SEQ,ID NO: 32 iceren bir agir zincir CDR3 igerir.

Mevcut bulusun ikinci bir yonlinde, bir antikor kodlayan, folat reseptdr alfa (FRa) igin
spesifik, izole bir polinlkleotid ya da bunun antijen baglayan bir pargasi sunulmaktadir,
burada kodlanan antikorun hafif zincir CDR1'i amino asit dizilimi SEQ ID NO: 26, kodlanan
antikorun hafif zincir CDR2'si amino asit dizilimi SEQ ID NO: 27, kodlanan antikorun hafif
zincir CDR3'0ramino asit dizilimi SEQ ID NO: 28, kodlanan antikorun agir zincir CDR1'i amino
asit dizilimi SEQ ID NO: 30, kodlanan antikorun agir zincir CDR2'si amino asit dizilimi SEQ |D

NO: 31, kodlanan antikorun agir zincir CDR3'l amino asit dizilimi SEQ 1D NO: 32'yi icerir.

Mevcut bulusun tglinch bir ydoniinde, istem 5 - 6 arasindaki istemlerden herhangi

birindeki izole poliniikleotidi iceren bir vektdr sunulur.

Mevcut bulusun dordiinci bir yoninde, istem 7'deki vektori iceren bir rekombinant

hucre sunulur.

Mevcut bulusun besinci bir ydniinde, katilim numarasi PTA-11885 olan bir ATCC ile
birakilan hiicre hatti tarafindan Gretilen folat reseptor alfa (FRa) icin spesifik bir izole antikor

sunulmaktadir.

Mevcut bulusun bir altinct yoninde, bir bivolojik drnekte, numuneyi 1 - 10 arasindaki
istemlerde yer alan antikora ya da bunun antijen baglayan bir par¢asina maruz birakmak ve
folat reseptdr alfa (FRa)'y1 belirlemekten olusan folat reseptor alfa (FRa) ya da FRa-okunan

hir kanseri saptama yéntemi sunulmaktadir.

Mevcut bulusun bir yedinci yéninde, bir denekte folat reseptor alfa-okunan bir

kanserin tanisina yonelik olan ve sunlari igeren bir yéntem sunulmaktadir:

a. denekten alinan hir biyolojik érnegi istem 1 ya da istem 10'daki antikora ya da

bunun antijen baglayan bir parcasina maruz birakmak;

b. ornekte mevcut folat reseptor alfa (FRa) miktarini belirlemek;
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c. ornekte mevcut folat reseptdr alfa (FRa) miktar ile bilinen bir standardi

karsilastirmak; ve

d. denegin folat reseptor alfa (FRa) seviyelerindeki diislist, kanser ile

iliskilendirilen folat reseptdr alfa (FRa) seviyeleri dahilinde belirlemek.

5 Mevcut bulusun bir sekizinci ydnlinde, bir denekte folat reseptdr alfa-ckunan bir

kanserin takibine ydnelik olan ve sunlariigeren bir ydntem sunulmaktadir:

a. denekten alinan bir biyolojik drnegi istem 1 ya da istem 10'daki antikora ya da

bunun antijen baglayan bir parcasina maruz birakmak;

b. ornekte, antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasi tarafindan baglanan
10 mevcut folat reseptor alfa (FRa) miktarini belirlemek;
C. ornekte mevcut folat reseptdr alfa (FRa) miktari ile

i. bilinen bir standardi ya da

ii. daha énceki bir zaman noktasinda yer alan bir denekten alinan bir

biyolojik drnekle karsilagtirmak; ve

15 d. denegin folat reseptor alfa (FRa) seviyelerinin kanserin ilerlemesi, gerilemesi

va da stabil olmasina y&énelik bir gésterge olup olmadigini belirlemek.

Mevcut bulusun bir dokuzuncu yéniinde, bir biyolojik 6rnekte folat reseptdr alfanin
(FRa} varhgini saptamaya yénelik ve istem 1 ya da istem 10'daki antikorlardan en az birini ya

da bunlarin antijen baglayan bir pargasini iceren bir kit sunulmaktadir.

20 Mevcut bulusun bir onuncu yoniinde, bir biyolojik érnekte folat reseptor alfanin

(FRa) varhigini saptamaya yonelik ve sunlari igeren bir kit sunulmaktadir:

istem 1 ya da istem 10'daki antikordan en az biri ya da bunun antijen baglayan bir

pargas;

burada dahil edilen antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi kati bir destege
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sabitlenmistir.

Mevcut bulusun bir on birinci yonlinde, bir biyolojik 6rnekte folat reseptor alfanin

(FRat} varligini saptamaya yonelik ve sunlari iceren bir kit sunulmaktadir:

istem 1 ya da istem 10'daki antikordan en az biri ya da bunun antijen baglayan bir
parcas); burada dahil edilen antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi

saptanabilecek sekilde etiketlenmistir.

Folat Reseptor Alfa (FRa)-Spesifik Antikorlar

Burada, 0zellikle FRa'ya baglanan izole antikorlar ve antijen baglayan pargalar
aciklanmistir. Bazi diizeneklerde antikorlar ve antijen baglayan parcalar murin 1gG ya da

bunun tirevleridir.

Burada, ozellikle FRa'ya yerlesik, indirgenmemis ya da kimyasal olarak korunan bir
formda baglanan izole antikorlar ve antijen baglayan par¢alar agiklanmaktadir. Baz
diizeneklerde antikorlar ve antijen baglayan pargalar murin 1gG ya da bunun tiirevleridir.
Antikorlar ve antijen baglayan parcalar insan, insanlastirilmis ya da kimerik olabilir, ancak

burada érneklendirilen antikorlar ve antijen baglayan parcalar murindir.

Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan parcalar, su SEQ ID NO ile bliyik oranda ayni
ya da benzer olan amino asit dizilimini iceren bir hafif zincir degisken ortami olabilir: 29. Bazi
dizeneklerde, su SEQ ID NQ ile biylik oranda ayni ya da benzer olan bir dizilim igeren bir
izole polintkleotid: 61, bu hafif zincir degisken ortam amino asit dizilimini kodlayabilir.
Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan pargalar, su SEQ ID NO ile biiylik oranda ayni ya da
benzer olan amino asit dizilimini iceren bir agir zincir degisken ortami olabilir: 33. Bazi
diizeneklerde, su SEQ ID NO ile biyiik oranda ayni ya da benzer olan bir dizilim iceren bir
izole polinukleotid: 65, bu agir zincir degisken ortam amine asit dizilimini kodlayabilir.
Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan parcalar, bir hafif ve bir agir zincir degisken ortami
icerebilir, burada hafif zincir degisken ortami, su SEQ ID NQ ile biiyiik oranda ayni ya da
benzer olan amino asit dizilimini: 29, ve agir zincir degisken ortami, su SEQ ID NO ile blyiik

oranda ayni ya da benzer clan amino asit dizilimini igerir: 33. Bazi diizeneklerde 26B3.F2
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(26B3} antikoru ya da bunun antijen baglayan pargalari verilmistir, bu antikor yerlesik,

indirgenmemig ya da kimyasal olarak korunan FRa formlarini baglayabilir.

Bazi diizeneklerde 26B3 antikoru, American Type Culture Collection (10801
University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) tarafindan 19 Mayis 2011'de Katilim
Numarasi PTA-11885 ile depolanan antikor lireten hiicreler tarafindan Gretilmistir. Bazi
diizeneklerde antikorlar ya da bunlarin antijen baglayan parcalari, depolanan antikor lireten
hiicreler tarafindan (retilen antikorlarin FRa'si igin bir baglama ¢ekimine sahiptir. Bazi
dizeneklerde agiklanan antikorlar ya da bunlarin antijen baglayan pargalari, depolanan
antikor Ureten hicreler tarafindan Gretilen antikorlarin hafif ve agir zincir CDR'lerini igerir.
Bazi dlizeneklerde antikorlar ya da bunlarin antijen baglayan parcalari, depolanan antikor

ureten hucreler tarafindan uretilen antikorlarin hafif ve agir zincir degisken bdélgelerini igerir.

Ayrica, FRa'nin 6zellikle yerlesik, indirgenmemis ya da kimyasal olarak
korunanformlarina baglanan antikorlar ve antijen baglayan pargalar kodlayan
polinlikleotidler agiklanmistir. Bazi diizeneklerde, izole poliniikleotidler, sununla biyik
oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR1 dizilimine sahip bir antikor ya da bunun
antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ. ID NO: 26, drnegin EQ ID NO: 58. Bazi diizeneklerde,
izole polinikleotidler, sununla blylk oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR2'ye sahip
bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasini kodlar: SEQ ID NO: 27, 6rnegin SEQ ID
NO: 59 Bazi diizeneklerde, izole polinikleotidler, sununla biyiik oranda ayni ya da benzer bir
hafif zincir CDR3'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini SEQ ID NO: 28,
ornegin SEQ ID NO: 60. Bazi diizeneklerde, izole poliniikleotidler sununla biyik oranda ayn
va da benzer bir agir zincir CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasini
kodlar: SEQ ID NO: 30, drnegin SEQ ID NO: 62. Bazi diizeneklerde, izole poliniikleotidler,
sununla biiyik oranda ayni ya da benzer bir agir zincir CDR2'ye sahip bir antikor ya da bunun
antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ ID NO: 31, drnegin SEQ ID NO: 63. BazI dlizeneklerde,
izole polintklectidler sununla biyilik oranda ayni ya da benzer bir agir zincir CDR3'e sahip bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ ID NO: 32, érnegin SEQ ID NO:
64. Polinlikleotidler sununla biylik oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR1'e sahip bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 26, 6rnegin EQ ID NO: 58; bir
CDR2'ye sahip antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 27, érnegin SEQ
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ID NO: 59; ve bir CDR3’e sahip antikor ya da bunun antijen baglayan parcasini: SEQ ID NO:
28, érnegin SEQ ID NO: 60. Polinlikleotidler sununla blyuk oranda ayni ya da benzer bir agir
zincir CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 30,
ornegin SEQ 1D NO: 62; CDR2've sahip antikor ya da bunun antijen baglayan parcasini: SEQ
ID NO: 31, 6rnegin SEQ ID NO: 63; CDR3'e sahip antikor ya da bunun antijen baglayan
pargasint kodlar: SEQ ID NQ: 32, drnegin SEQ ID NO: 64. Poliniikleotidler sununla hiiyik
oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen
baglayan pargasini: SEQ ID NO: 26, drnegin SEQ ID NO: 58; bir niikleotid dizilimi ile kodlanan
CDR2'ye sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasini: SEQ ID NO: 27, 6rnegin
SEQ ID NO: 59; ve bir nikleotid dizilimi ile kodlanan CDR3'e sahip bir antikor ya da bunun
antijen baglayan bir parcasini: SEQ ID NO: 28, érnegin SEQ ID NO: 60; bir agir zincir CDR1'e
sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 30, érnegin SEQ ID NO:
62; CDR2'ye sahip antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 31, érnegin
SEQ ID NQO: 63; CDR3'e sahip antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ ID
NO: 32, érnegin SEQ ID NO: 64. CDR'lerin antijen baglayan diizenlemeleri ayrica CDR iskelesi
olarak antikor benzeri proteinler kullanilarak tasarlanabilir. Bu gibi tasarlanan antijen

baglayan proteinler agiklamanin kapsami dahilindedir.

Burada agiklanan polinukleotidler, sununla bliylk oranda ayni ya da benzer bir
amino asit dizilimi iceren bir hafif zincir degisken ortam segmentine sahip antikorlar ya da
bunlarin antijen baglayan parcgalarini kodlayabilir: SEQ ID NO: 29, drnegin SEQ ED NO: 61,
Bazi dlizeneklerde agiklanan polinikleotidler sununla biylk oranda ayni ya da benzer bir
amino asit dizilimi iceren bir agir zincir degisken ortam segmentine sahip antikorlari ya da
bunlarin antijen baglayan pargalarini kodlayabilir: SEQ ID NO: 33, 6rnegin SEQ, ID NO: 65.
Bazi dlizeneklerde agiklanan polinikleotidler sununla biylk oranda ayni ya da benzer bir
amino asit dizilimi iceren bir hafif zincir degisken ortam segmentine sahip antikorlar ya da
bunlarin antijen baglayan pargalarini kodlayabilir: SEQ ID NO: 29, érnegin SEQ, ID NO: 61, ve
agir zincir degisken ortam segmenti, su SEQ ID NO ile biiytik oranda ayni ya da benzer olan
amino asit dizilimini icerir: 33, 6rnegin SEQ,ID NO: 65. Burada agiklanan degisken ortam
segmentleri kodlayabilen polintikleatidler, bir antikor ya da antijen baglayan pargalar

Uretmek icin ayni ya da farklh vektorleri icerebilir. Burada agiklanan polintkleotidler, yerlesik,
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indirgenmemis ya da kimyasal olarak korunan FRa formlarini baglayabilen 26B3 antikorunu

ya da antijen baglayan pargalarini kodlayabilir.

Antikor ve antijen baglayan parcalarini kodlayan poliniikleotidler iceren vektorler,
ozellikle FRa'yva baglanan antikerlar ya da antijen baglayan pargalar ekspres eden hiicreler
olarak sunulmustur. Ayrica agiklanan vektorleri ekspres edebilen hicreler de sunulmustur.
Bu hiicreler memeli hiicreler (CHO-K1 hiicreleri gibi), bocek huicreleri (Sf7 hiicreleri gibi),
maya hicreleri, bitki hiicreleri ya da bakteri hiicreleri (E. coli gibi) olabilir. Agiklanan

antikorlar ayrica burada aciklandigi iizere hibridom hiicreleri ile Uretilebilir.

Kanser Tam Yontemleri

Burada, bir denekte, epitel kdékenli gégus, tiroid, kalin bagirsak, endometriyal, fallop
tupQ, yumurtalik ya da akciger kanseri tani yontemleri sunulmustur, Bazi dizeneklerde
aciklanan yontemler, denekten alinan bir 6rnekte mevcut FRa seviyesini belirleyerek; ve
gozlenen FRa seviyesini bir kontrol drnegindeki FRa seviyesi ile karsilastirarak bir denegin
FRa-ekspres eden kansere yakalanip yakalanmadigini belirlemeyi de icerir, burada denekten
alinan ornekteki FRa seviyesi ile kontrol érnegindeki FRa seviyesi arasindaki fark, denegin

FRa-ekspres eden bir kansere yakalanip yakalanmadigina dair bir géstergedir.

Baz) dizeneklerde kontrol 6rnegi FRa-ekspres eden kansere yakalanmamis bir
denekten elde edilebilir. Bazi diizeneklerde kontrol 6rnegi FRa-ekspres eden kansere
yakalanmis bir denekten elde edilebilir. Kontrol drneginin FRa-ekspres eden bir kansere
yakalanmayan bir denekten alindig) bazi diizeneklerde, érnek icinde mevecut FRat miktarninda,
kontrol drnegi icin gézlenen miktara bagil gdzlenen bir artis, denegin FRa-ekspres eden
kansere yakalandigina iliskin bir géstergedir. Kontrol érneginin FRa-ekspres eden bir kansere
yakalanmayan denekten alindigi bazi diizeneklerde, test érnegi icinde mevcut FRa
miktarinda, kontrol drnegi icin gdzlenen miktara bagil gdzlenen bir azalma ya da benzerlik,
denegin FRa-ekspres eden kansere yakalanmadigina iliskin bir gostergedir. Kontrol érneginin
FRa-ekspres eden bir kansere yakalanan denekten alindig1 bazi dizeneklerde, test Grnegi
icinde mevcut FRa miktarinda, kontrol drnegi igin gdzlenen miktara bagil gozlenen bir
benzerlik, denegin FRa-ekspres eden kansere yakalandigina iliskin bir gdstergedir. Kontrol

drneginin FRa-ekspres eden bir kansere yakalanan denekten alindigi bazi diizeneklerde, test
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ornegi icinde mevcut FRa miktarinda, kontrol drnegi icin gdzlenen miktara bagil gézlenen bir

azalma, denegin FRa-ekspres eden kansere yakalanmadigina iligkin bir géstergedir.

Baz) dizeneklerde, denekten alinan rnekteki FRa seviyesi, FRa'ya baglanan, burada
aciklanan antikorlar gibi bir antikor iceren érnek ile temas ederek degerlendirilir. Benzer
yontemler, bir denegin, artan FRa tretimi ile iliskilendirilmeyen kansere yakalanip
vakalanmadigini belirlemek icin kullanilabilir. FRa varligi agisindan degerlendirilen drnek
idrar, kan, serum, plazma, tklrik, assitler, dolasimdaki hiicreler, dolagimdaki tiimor
hicreleri, dokularla iliskili olmayan hiicreler (6rn., serbest hiicreler), dokular (6rn., cerrahi
olarak rezeke edilmis timor dokusu, biyopsiler, ince igne aspirasyonu), histolojik

hazirhklardan vb. tiretilebilir.

Bazi dluizeneklerde agiklanan yontemler arasinda, denekten alinan bir ornekte
mevcut bir hiicre ya da doku ile iliskilendirilen FRa seviyesini belirleyerek; ve gdzlenen FRa
seviyesi ile bir kontrol érnegindeki FRa seviyesini karsilastirarak bir denegin FRa-ekspres
eden kansere yakalanip yakalanmadigini degerlendirmek de yer alir, burada denekten alinan
ornekteki FRa seviyesi ile kontrol 8rnegindeki FRa seviyesi arasindaki fark, denegin FRa-
ekspres eden bir kansere yakalanip yakalanmadigina dair bir géstergedir. Bazi diizeneklerde,
denekten alinan drnekteki FRa seviyesi, FRa'va baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi bir
antikor iceren drnek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varhigl agisindan degerlendirilen
ornek dolasimdaki hicreler, dolasimdaki tiimér hiicreler, dokularla iligkili olmayan hiicreler
(orn., serbest hicreler), dokular (6rn., cerrahi olarak rezeke edilmis tiimér dokusu,

bivopsiler, ince igne aspirasyonu), histolojik hazirliklar olabilir.

Baz) dizeneklerde agiklanan yéntemler, denekten alinan bir drnekte mevcut ve bir
hlicre ya da bir doku ile iliskilendiriimeyen FRa seviyesini belirleyerek ve gozlenen FRa
seviyesini bir kontrol érnegindeki FRa seviyesi ile karsilagtirarak bir denegin FRa-ekspres
eden kansere yakalanip yakalanmadigini belirlemeyi de igerir, burada denekten alinan
ornekteki FRo seviyesi ile kontrol drnegindeki FRa seviyesi arasindaki fark, denegin FRa-
ekspres eden kansere yakalanip yakalanmadigina iliskin bir gostergedir. Bazi diizeneklerde,
denekten alinan 6rnekteki FRa seviyesi, FRat'ya baglanan, burada agiklanan antikarlar gibi bir
antikor iceren drnek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varhigr acisindan degerlendirilen

ornek idrar, kan, serum, plazma, tikirik, assitler, histolojik hazirliklar vb. clabilir.

9
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Aciklanan yontemlerin gesitli diizeneklerinde kanser, FRa-ekspres eden bir kanser
olabilir. Belirli bir dUizenekte FRa-ekspres eden kanser yumurtalik kanseri olabilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser endometrival kanser olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-
ekspres eden kanser kolon kanseri alabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser
g6gis kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser tiroid kanseri olabilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser fallop tlipl kanseri olabilir. Bagka bir dlizenekte,
FRa-ekspres eden kanser, adenokarsinom gibi kugik hicreli olmayan akciger kanseridir.
Alternatif olarak, agiklanan yontemler, skuamdz hicre karsinomu gibi FRa ekspres etmeyen
kanseri tanimlamak icin kullanilabilir. Ornegin, aciklanan yéntemler, adenokarsinom gibi
FRa-ekspres eden akciger kanserini, skuamoz hiicre karsinomu gibi FRa ekspres etmeyen bir
akciger kanserinden ayirt etmek igin kullanilabilir. Aciklanan yontemler, fibroadenom gibi
FRa ekspres eden bir gogus kanserini, sistosarkom gibi FRa ekspres etmeyen bir gogts
kanserinden ayirt etmek icin kullanilabilir. Ayrica, agiklanan yéntemler, papiller karsinom
gibi FRa ekspres eden bir tiroid kanserini, meduller karsinom gibi FRa ekspres etmeyen bir
tiroid kanserinden ayirt etmek igin kullanilabilir. Burada agiklanan bazi diizeneklerde, bir
denekte FRa-ekspres eden kanser hiicrelerinin saptanmasi denegin, FRa'ya karsi
yonlendirilen bir terapotik madde ile tedavi edilebilecegini belirlemek icin kullanilabilir. Bazi
dluzeneklerde, FRa'ya karsi yonlendirilen terapétik madde Farletuzumab gibi bir antikor

olahilir.

Cesitli yonlerde, FRa seviyesi, FRa baglayan antikor ya da bunun antijen baglayan
parcasint iceren drnegin temas ettirilmesi ile belirlenir. Bazi dizeneklerde, drnek, FRa
baglayan birden fazla antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir. Bazi
duzeneklerde, drnek, FRa'ya baglanan bir birinci antikor ya da bunun antijen baglayan
parcasi ve ardindan FRa'ya baglanan bir ikinci antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi
ile temas ettirilebilir. iki antikor kullanildiginda antikorlardan biri 1 - 3 arasindaki istemlerden

herhangi birinde tanimlandigi gibidir ve ikinci antikor sunlari iceren bir gruptan secilir:

{a) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan
herhangi biri olarak ayni epitopa baglanan herhangi bir antikor ya da bunun antijen baglayan

bir pargasi;

10
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(b) antikor;9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3arasindan

herhangi biri ya da bunun antijen baglayan bir pargasi;

(c) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya dat antiker 26B3 arasindan
herhangi birinin agir ve hafif zincir CDR'lerini igeren bir antikor ya da bunun antijen baglayan

bir pargasi

(d) Tablo 1'de a¢iklandigi Gzere, antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir degisken ortam segmentini ve hafif zincir

degisken ortam segmentini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasi; ya da

{e) ATCC katilim numarasi PTA-11887, PTA-11884, PTA-, 11886, ya da FFA-
11885ile depolanan hiicre dizilerinden herhangi biri tarafindan tretilen antikorun amino asit

dizilimine sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasi.

Belirli diizeneklerde, FRa seviyesi western blot analizi, radyoimm{iinoassay,
immunofluorimetri, imminopresipitasyon, denge diyalizi, immunodifiizyon,
elektrokemiliiminesans (ECL) immunoassay, immuinohistokimya, flGoresans ile etkinlestirilen

hicre siniflandirma (FACS) ya da ELISA assay ile belirlenir.

Bulusun daha dnce bahsedilen ydnlerinin gesitli diizeneklerinde, kontrol érnegi,
saghkl bir denegin standartlastinlmis FRa kontrol seviyesidir. Diger dizeneklerde kontrol
ornegi, bilinen bir konsantrasyondaki at (Grn. rekombinant ya da saflastirilmis bir FRa
protein érnegi) FRa proteini olabilir. Bazi dlizeneklerde, test edilen denegin gdzlenen FRa-
seviyeleri, FRa-ekspres eden kansere yakalanmis ya da bilinen FRa konsantrasyonlarina

sahip deneklerden alinan drneklerde gbzlenen FRa seviyeleri ile karsilagtinlabilir.

Kanser Takip Yontemleri

Burada, bir denekte FRa-ekspres eden kanseri izlemeye yonelik yontemler
sunulmustur. Aciklanan ydntemler kanser tedavisinden dnce, kanser tedavisinden sonra, ya
da kanser tedavisinden hem énce hem de sonra kullanilabilir. Bazi diizeneklerde agiklanan
yontemler arasinda, denekten alinan test érneginde mevcut FRa seviyesini belirleyerek; ve

gbzlenen FRa seviyesini denekten daha dnce alinan bir drnekteki FRa seviyesi ile
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karsilastirarak FRa-ekspres eden kanserin ilerlemesini, gerilemesini ya da stabil kalmasini
degerlendirme de yer alir, burada test érnegi ile daha &nceki érnegin FRa seviyesi arasindaki
fark kanserin ilerlemesi, gerilemesi ya da stabil kalmasina iliskin bir géstergedir. Bu agidan,
onceki ornek igin gdzlenen seviyelere gore yuksek FRa seviyesine sahip bir test 6rnegi FRa-
ekspres eden bir kanser icin bir ilerleme gostergesi olabilir. Tersine, onceki drnek igin
gézlenen seviyelere gbre digUk FRu seviyesine sahip bir test 6rnegi FRa-ekspres eden bir
kanser igin bir gerileme géstergesi olabilir. Bu dogrultuda, dnceki érnek igin gdzlenen
seviyelerle test érnegindeki FRa seviyesi arasindaki 6nemsiz bir fark, FRa-ekspres eden bir
kanser icin bir stabil durum gostergesi olabilir. Bazi diizeneklerde, denekten alinan ornekteki
FRa seviyesi, FRa'va baglanan, burada aciklanan antikorlar gibi bir antikor iceren érnek ile
temas ederek degerlendirilir. FRa varligl agisindan degerlendirilen érnek idrar, kan, serum,
plazma, tukurik, assitler, dolasimdaki hicreler, dolasimdaki timaér hiicreler, dokularla iliskili
olmayan hicreler (6rn. serbest hiicreler), dokular (&rn., cerrahi olarak rezeke edilmis timér

dokusu, biyopsiler, ince igne aspirasyonu), histolojik hazirhklardan vb. tiretilebilir.

Bazi diizeneklerde agiklanan yontemler arasinda, denekten alinan test drneginde
mevcut, bir hiicre ya da doku ile iliskilendirilen FRa seviyesini belirleyerek; ve gdzlenen FRa
seviyesini denekten daha 6nce benzer sekilde alinan bir drnekteki FRa seviyesiile
karsilastirarak FRa-ekspres eden kanserin ilerlemesini, gerilemesini ya da stabil kalmasin
degerlendirme de yer alir, burada test érnegi ile daha dnceki 6rnegin FRa seviyesi arasindaki
fark kanserin ilerlemesi, gerilemesi ya da stabil kalmasina iliskin bir gostergedir. Bu agidan,
onceki drnek igin gdzlenen seviyelere gore yiksek FRa seviyesine sahip bir test érnegi FRa-
ekspres eden bir kanser igin bir ilerleme gostergesi olabilir. Tersine, dnceki drnek igin
gozlenen seviyelere gére diisik FRa seviyesine sahip bir test drnegi FRa-ekspres eden bir
kanser igin bir gerileme gostergesi olabilir. Bu dogrultuda, dnceki 6rnek igin gozlenen
seviyelerle test érnegindeki FRa seviyesi arasindaki dnemsiz bir fark, FRa-ekspres eden bir
kanser igin bir stabil durum gostergesi olabilir. Bazi dizeneklerde, denekten alinan drnekteki
FRa seviyesi, FRa'ya baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi bir antiker iceren érnek ile
temas ederek degerlendirilir. FRat varhigl agisindan degerlendirilen drnek dolasim hiicreleri,
dolasimdaki timér hicreleri, dokularla iliskili olmayan hicreler (6rn., serbest hiicreler),
dokular {&érn., cerrahi olarak rezeke edilmis timor dokusu, bivopsiler, ince igne aspirasyonu),

histolojik hazirliklar olahilir.
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Bazi duzeneklerde agiklanan yontemler arasinda, denekten alinan test 6rneginde
mevcut, bir hiicre ya da doku ile iliskilendirilmeyen FRa seviyesini belirleyerek; ve gdzlenen
FRa sevivesini denekten daha 6nce benzer sekilde alinan bir érnekteki FRa seviyesi ile
karsilastirarak FRa-ekspres eden kanserin ilerlemesini, gerilemesini ya da stabil kalmasini
degerlendirme de yer alir, burada test drnegi ile daha dnceki érnegin FRa seviyesi arasindaki
fark kanserin ilerlemesi, gerilemesi ya da stabil kalmasina iliskin bir géstergedir. Bu agidan,
onceki ornek i¢in gozlenen seviyelere gbre yluksek FRa seviyesine sahip bir test érnegi FRa-
ekspres eden bir kanser icin bir ilerleme gostergesi olabilir. Tersine, onceki drnek igin
gozlenen seviyelere gore diisiik FRa seviyesine sahip bir test 6rnegi FRa-ekspres eden bir
kanser i¢cin bir gerileme gostergesi clabilir. Bu dogrultuda, dnceki drnek igin gdzlenen
seviyelerle test érnegindeki FRa seviyesi arasindaki 6nemsiz bir fark, FRa-ekspres eden bir
kanser icin bir stabil durum géstergesi olabilir. Bazi diizeneklerde, denekten alinan érnekteki
FRa seviyesi, FRa'va baglanan, burada aciklanan antikorlar gibi bir antikor iceren érnek ile
temas ederek degerlendirilir. FRa varhigl agisindan degerlendirilen érnek idrar, kan, serum,

plazma, tukurik, assitler, histolojik hazirliklar vb. olabilir.

Aciklanan yontemlerin gesitli diizeneklerinde kanser, FRa-ekspres eden bir kanser
olabilir. Belirli bir diizenekte FRa-ekspres eden kanser yumurtalik kanseri olahilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser endometriyal kanser olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-
ekspres eden kanser kolon kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser
g6gis kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser tiroid kanseri olahilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser fallop tlipli kanseri olabilir. Bagka bir dlizenekte,

FRa-ekspres eden kanser, adenokarsinom gibi kiigiik hiicreli clmayan akciger kanseridir.

Cesitli yonlerde, FRa seviyesi, FRa baglayan antikor ya da bunun antijen baglayan
pargasini iceren drnegin temas ettirilmesi ile belirlenir. Bazi diizeneklerde, &rnek, FRa
baglayan birden fazla antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi ile temas ettirilebilir. Baz
duzeneklerde, ornek, FRa'ya baglanan bir birinci antikor ya da bunun antijen baglayan
parg¢asi ve ardindan FRa'ya baglanan bir ikinci antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi
ile temas ettirilebilir. iki antikor kullanildiginda, antikorlardan biri, 1 - 3 arasindaki

istemlerden herhangi birindeki gibi tanimlanir, ve ikinci antikor sunlari iceren gruptan secilir:
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(a) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan
herhangi biri olarak ayni epitopa baglanan herhangi bir antikor ya da bunun antijen baglayan

bir pargasi;

(b) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ya da bunun antijen baglayan bir pargasi;

(c) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan
herhangi birinin agir ya da hafif zincir CDR'lerini igeren herhangi bir antikor ya da bunun

antijen baglayan bir pargasi.

Belirli duzeneklerde, FRa seviyesi western blot analizi, radyoimmiinoassay,
immunoflUorimetri, immunopresipitasyon, denge diyalizi, immunodifiizyon,
elektrokemiliiminesans (ECL) immiinoassay, imminohistokimya, fllioresans ile etkinlestirilen

hicre siniflandirma (FACS) ya da ELISA assay ile belirlenir.

Ozetlenen konunun ek ydnleri ayrintili aciklamada, verilen érneklerde ve

iligkilendirilen sekillerde daha fazla ayrinti ile verilmistir.

CiZIMLERIN KISA ACIKLAMASI

Mevcut bulus istemlerde tanimlanmistir. istemlerin kapsami disinda kalan tiim

rakamlar yalmizca referans olarak verilmistir ve bulusun bir pargasi degildir.

Sekil 1'de FRa'nin SDS-PAGE ile indirgenmeyen kosullar altindaki gecis modelleri
resmedilmistir, FRa yerlesik (serit 2) ya da indirgenmis ve alkilath (serit 3) formda

degerlendirilmistir.

Sekil 2'de FRa'nin amino asit artiklari resmedilmistir (SEQ ID NO: 1) bu artiklar,
hidrojen/déteryum degisim kitle spektrometrisi ve yanastirma yéntemleri ile 6n gorildGga

uzere monoklonal antikorlar 9F3, 24F12 ve 26B3 icin epitoplan (gdlgeli bolgeler) icerir.

Sekil 3'te saflastinlmis rekombinant {A) ve tam hicre lizatlarinin (B), SDS-PAGE jelleri
uzerinde galisan FRa ya da FR homologlari FRB, FRT ya da FRA ekspres eden CHO

hicrelerinin dért western blot'u gdsterilmistir. Proteinler érnek tamponunda, indirgeme
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maddesi ile ya da olmadan hazirlanmistir. Sirasiyla, panel A, serit 1, molekdler agirlik
isaretcgileri, serit 2-5. 0,5 pg indirgenmis FRa, FRB, FRT, ve FRA; serit 6, bos; sirasiyla seritler
7-10, 0,5 pg indirgenmemis FRa, FRB, FRI ve FRA. Pozitif bant yalnizca her seritteki reaktif
turleri temsil eder ve -38kDa'lik bir melekiler agirhga karsilik gelir, Panel B, serit 1 molekiller
agirhk isaretcileri, serit 2 CHO- FRa, serit 3, CHO-FRf, serit 4 CHO- FRA, bir SDS-PAGE jelinde
indirgeme maddeleri clmadan ve bdlimlendirilmis Grnek tamponunda hazirlanan tam hiicre
lizatlari. Her panel sagda etiketli belirtilen anti-FRa mAb ile problanmistir. FR molekiiler
agirhklan: FRa ~38kDA;FRPB -30kDa;FRI’ ~28kDa; FRA ~26kDa. Denatiire ve indirgenmemis ya
indirgenmis kosullar altinda FRa taniyan LK26 ve BN3.2 antikorlari, sirasiyla, pozitif

kontroller olarak kullaniimistir.

Sekil 4'te, monoklenal antikor 26B3 ile FRa varhg icin problanan, formalin ile

sabitlenen, parafine-gdmuli papiller seréz yumurtalik kanseri doku drnegi gdsterilmistir.

Sekil 5'te normal dokulardaki FRa ekspresyonu gdsterilmistir. Antikor 2683 ile
boyanan normal akciger (A) ve bébrek (B) ornekleri, FRa ekspresyonunun biyiik oranda
epitelyal hiicrelerle sinirli oldugunu ve agirlikli olarak apikal dagilima sahip oldugunu

gostermektedir (gorseller 20 kat biyGtGimastir).

Sekil 6'da antikor 26B3 ya da antikor BN3.2 kullanilarak Gretilen akciger

adenokarsinomunun M-skorlarini karsilastiran bir grafik sunum verilmistir.

Sekil 7'de kiiclik hiicreli olmayan akciger karsinomunun histolojik alt tiirlerinin FRa
boyamasi gdsterilmistir: (A) akciger adenokarsinomu 20x, (B) akciger adencokarsinomu 40x,

{C) akciger adenoskuamézi 20x ve (D) akciger skuamdz hiicre karsinomu 40x'tir.

Sekil 8'de antikor 26B3 ile boyanan kopya akciger adenokarsinom érnekleri

(cekirdekler) icin M-skorlarini karsilastiran bir grafik sunum verilmistir.

Sekil 9'da akciger adenokarsinom ve skuamdz hiicre karsinomun FRa dagihmi igin M-
skoru tresmedilmistir. Ortalama M-Skorlari sirasiyla 19,84 (+18,64) ve 1,39 (+5,54) olarak
belirlenmistir (p<0,0001).
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Sekil 10'da (¢ akciger adenokarsinomu ince igne aspirasycn (FNA} ornegi (A), (B) ve
{C)'nin FRa ekspresyonu gosterilmistir. Hicre blogu materyalinin antikor 26B3 ile lenf
diglimi FNA'lardan boyanmasi, basarili FRa boyamada, bir apikal dagilim ile epitelyal

hicrelerle sinirh ekspreson gosterilmistir.

Sekil 11'de antikor 26B3 kullarularak doku drneklerinde yapilan
imminohistokimyasal analize gbore FRa pozitif ve FRa negatif oldugu varsayilan akciger
adenokarsinomu olan denekler icin hayatta kalma islevleri (8liim ya da sensor)

resmedilmigtir.

Sekil 12'de, (A) duktal karsinom in situ, {B)-(D) invazif duktal karsinom igin antikor
26B3 ile boyanan temsili dokunun mikro dizilim (TMA) gorselleri 20x ya da 40x blUyutme ile

gosterilmistir.

Sekil 13'te 26B3 ile boyanarak belirlenen M-skorunun, gégiis kanseri 6rneginin

molekiler alt tlr (her-2 (+) ve her-2'ye (-)) bagil dagihminin bir grafik temsili verilmistir.

Sekil 14'te (A-D), IV. evre, her2 negatif gogis kanserlerinin, antikor 26B3 ile boyanan

temsili histolaji drneklerinin 20x% ya da 40x blyitmesi gdsterilmistir.

Sekil 15'te ince igne aspirasyonu ile elde edilen motastaz gogiis kanseri érneklerinin

antikor 26B3 ile boyanan temsili gorselleri gdsterilmistir.

Sekil 16'da yumurtalik serdz karsinomda FRa ekspresyonu gosterilmistir. (A) 3+
glcli {sag alan) ve 2+ arta membran boyamasi {sol Ust alan} 10x bldyatme ile gorilmektedir.
(B), (A) ile ayni alani 20x blylitmeyle gdstermekte ve 3+ giiglii, kalin ¢evresel bir membran
boyamasini (sag alan) dogrulamaktadir. 2+ orta membran boyamasi (sol Ust alan), 3+'ya gore
daha zayif, ince bir boyamaya sahiptir ve gevresel ya da luminal sinirlarda lokalizedir. (C}, 1+
zayif membran boyamasinin luminal sinirlarla sinirli oldugunu gostermekte ve goriinir
olmasi icin 40x bliylitme gerektirmektedir. (D) Yumurtalk yizey epitelyal hiicreleri ve

altindaki kortikal stromal hiicreler tiimiyle negatiftir {20x biylitme}.

Sekil 17'de FRa ekspresycnunun luminal sinirlar ile sinirlandinldigini géstermektedir,

normal endometryum, zayif 1+ ve orta 2+ yogunlukta 40x blylitmededir {A). Glgli (+3)
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membran boyama, atipik kompleks hiperplazinin luminal sinirlarinda, 20x biydtme (B} ile

gozlenebilir.

Sekil 18'de derece 1 endometriyum adenokarsinomunun (A} luminal sinirlarinda
giclt {(+3) FRa membran boyamasi gdsterilmektedir. Ek olarak birgok tlim&r hiicresinin 2+ ya
da 3+ sitoplasmik boyamasi (20x bliylitme) vardir. FRa membran boyama {2+ ve 3+) derece
2 endometriyum adenokarsinomunun luminal sinirlarinda mevcuttur; sitoplasmik boyama
zayiftir (20x blydtme (B). Derece 3 endometryum adenokarsinomunun timér hicrelerinin
%50'si, 40x baylitmede zayif sitoplazmik boyamaya sahip 3+ glicld, cevresel boyama

gostermektedir (C).

Sekil 19'da £ 80 metaplastik skuamoz hiicre iceren ve 2+ ve 3+ FRa membran
boyamaya ve 1+ ve 2+ FRa sitoplazmik boyamaya sahip skuamoz metaplazinin
adenokarsinomu 20x buyltme (A) ile gisterilmektedir. Endometryum timor hiicrelerinin
seffaf hiicre karsinomu biyiik diizensiz ¢ekirdekler, belirgin ¢ekirdekler ve bal seffaf
sitoplazmaya sahiptir. Bu timaor hlicrelerinin ¢ogu, 40x biyitmede (B) 2+ ya da 3+ FRa

membran boyamasina sahiptir.

Sekil 20'de siliyate ve siliyate olmayan normal fallop tupl hiicrelerinin, luminal ve
lateral hiicre sinirlarinda (A) 3+ FRa membran boyamasina sahip oldugunu géstermistir.
Ayrica sitoplazmik boyama da belirgindir (20x biyGtme). (B} Stromada bol lenfosit ve plazma
hiicreli kronik salpenjit. Mukoza hiicreleri, luminal sinirlarda 3+ FRa boyamayi
korumaktadair (20x bliytutme). (C) Derece 2 tiibal serdz adenokarsinom timor hiicreleri
kompleks papiller projeksiyonlar olusturur ve luminal ve lateral hiicre sinirlarinda 3+ FRa

membran boyamasi gésterir, ayrica sitoplazmik boyama da belirgindir (20x blyilitme).

Sekil 21'de yumurtalik kortikal seréz/tiibal kistleri resmedilmistir. Astar hiicreler 3+,

glcli membran ve sitoplazmik boyama gdstermektedir (20x buylUtme).
CiZiMLERDEKi ORNEKLERIN AYRINTILI ACIKLAMASI

Asagidaki agiklama ozellikle FRa'ya baglanan antikorlar ve bunlarin antijen baglayan
parcalanini karakterize etmektedir. Ayrica verilen antikorlar ve antijen baglayan parcalar

kodlayabilen ilgili niikleotidler, verilen antikorlari ve antijen baglayan parcalari ekspres eden
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hicreler, yani sira iliskili vektorler ve saptanabhilir antikor etiketleri de agiklanmistir. Ek olarak
verilen antikorlarin ve antijen baglayan pargalarin kullanim yéntemleri agiklanmistir.
Ornegin, verilen antikorlar ve antijen baglayan parcalar yumurtalik, gdgus, tiroid, kalin
bagirsak, endometryal, fallop tiipl ya da akciger kanseri tanisinda; ilerleye, gerileyen ya da
stabil yumurtalik, gdgis, tiroid, kalin bagirsak, endometryal, fallop tlipl ya da akciger kanseri
takibinde; bir hastanin kanser tedavisi almasi gerekip gerekmedigini belirlemede, ya da bir
denegin FRa-okunan bir kansere yakalanip yakalanmadigini, bu ylzden de FRa-spesifik

kanser onleyici terapotiklere tabi olup olmadigini belirlemede kullanilabilir.

Tanimlar

Aciklamanin yonlerine iliskin ¢esitli terimler, teknik 6zellikler ve istemlerde
kullanilmistir. Bu gibi terimler, aksi belirtilmedikge teknikte kullanilan kendi normal
anlamlarinda verilmistir. Diger &zel olarak tanimlanmis terimler, burada verilen tanimlara

tutarli bir sekilde anlasilacaktir.

Bu teknik dzellikte ve eklenen istemlerde kullanildigi sekilde, tekil belirtimlerde
kullanilan “bir” artikeli, igerik bunun tersini acik bicimde belirtmedikce cogul referanslari da
kapsar. Bu yizden, érnegin “bir hiicre” referansi iki ya da daha fazla hiicrenin komhbinasyonu

vb. icerir.

Burada, bir miktar, gegici hir stire vb. dlcilebilir degerleri belirtmek igin kullanildigi
sekliyle “yaklasik” teriminden, belirtilen degerin +%10'una kadar varyasyonlarini icerdigi
anlasiimalidir, zira bu varyasyonlar aciklanan yéntemlerin gergeklestirilmesi icin uygundur.
Aksi belirtiimedikge, teknik ozellikler ve istemlerde igerigin miktar, molekuler agirlik gibi
ozellikler, reaksiyon kosullari vb. ifade etmek icin kullanilan tiim rakamlar her durumda
"yaklasik" terimi ile degistirilmis olarak anlagilacaktir. Buna gére, aksi belirtiimedikge,
asagidaki teknik dzelliklerde ve ekteki istemlerde belirtilen sayisal parametreler, mevcut
bulus ile elde edilmek istenen 6zelliklere gére degisebilecek yaklasik degerlerdir. En azindan,
ve es deger doktrinin, istemlerin kapsamina uygulanmasina bir sinir teskil etmemek Gzere,
her bir sayisal parametre en azindan, rapor edilen énemli rakamlar isiginda ve siradan

yuvarlama teknikleri uygulanarak yorumlanacaktir.
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Bulusun genis kapsamini belirleyen sayisal araliklar ve parametrelerin yaklasik
degerler olmasi ile birlikte, spesifik drneklerde belirtilen sayisal degerler olabildigince hassas
sekilde rapor edilmistir. Ancak, tiim degerler, bunlarnn ilgili test dlcimlerinde mevcut

standart sapmalardan dolayi dogasi geregi belirli hatalar icerecektir.

"izole edilmis" terimi, bir biyolojik bilesenin (drnegin bir niikleik asit ya da protein)
icinde hilesenin dogal olarak olustugu organizmnanin hiicresinde, diger kromozom ve
ekstrakromozom DNA ve RNA ve prateinler gibi diger biyolojik hilesenlerden belirgin sekilde
ayrildigi ya da saflagtirildigi anlamina gelir. Bu ylizden "izole edilmis" nikleik asitler, peptitler
ve proteinler, standart saflastirma yontemleri ile saflastirilan nikleik asitler ve proteinleri
icerir. "lzole edilmis" nikleik asitler, peptitler ve proteinler bir kompozisyonun pargasi
olabilir ve bu gibi kompozisyonlar, yerlesik niikleik asit, peptit ya da protein ortaminin bir
pagasi olmasa bile yine de izole olacaktir. Terim ayrica, bir konak hiicrede rekombinant
ekspresyonla hazirlanan asitleri ve proteinleri, yani sira kimyasal olarak sentezlenen nukleik

asitleri de kapsar.

"Polinikleotid" ya da es anlamlis) "niikleik asit molekili" ya da "niakleik asitler",
degistirilmemis RNA ya da DNA veya degistirilmis RNA ya da DNA olabilecek herhangi bir
poliribonlikleotid ya da polideoksiriboniikleotidi ifade eder. "Poliniikleotidler”, sinirlandirma
olmaksizin tek ve ¢ift sarmalli DNA, tek ve gift sarmall bdliimlerin bir karisimi olan DNA, tek
ve ¢ift sarmalli RNA, ve tek ve ¢ift sarmalli bélgelerin bir karisimi alan RNA, tek sarmalli ya da
daha tipik olarak ¢ift sarmalli veya tek ve gift sarmall bélgelerin bir karnisimi olabilecek DNA
ve RNA'dan olusan hibrit molekilleri igerir. Ek olarak, "poliniikleotid” RNA va da DNA veya
hem RNA hem de DNA'dan olusan lg sarmalli bolgeleri ifade eder. PolinUkleotid terimi
ayrica bir ya da daha fazla degistirilmis taban iceren DNA'lari ya da RNA'lari ve stabilite veya
diger nedenlerle degistirilmis omurgaya sahip DNA'lar ya da RNA'lar da igerir.
"Degistirilmis" tabanlar, drnegin, tritilath tabanlari ve inozin gibi sira digi tabanlari igerir. DNA
ve RNA'da cesitli modifikasyonlar yapilabilir; boylece, "poliniikleotid", poliniikleotidlerin
dogada tipik olarak bulunan kimyasal, enzimatik ya da metabolik olarak degistirilmis
formlarini, yani sira virlslerin ve hicrelerin DNA ve RNA karakteristiklerinin kimyasal
formlanni da igerir. "Polintkleotid” ayrica, genellikle oligoniikleotidler olarak amlan gérece

kisa nikleik asit zincirlerini de sarar.
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"Buylik oranda ayni" terimi terimin kullanildigi baglama gore farkhlik gosterebilir.
Agir ve hafif zincirler ve bunlari kodlayan genler arasinda dogal dizilim varyasyonlar
olabileceginden, burada agiklanan antikorlar ya da antijen baglayan pargalar kodlayan
amino asit dizilimleri ya da genleri icinde, benzersiz baglama ozellikleri (6rn, 6zgunlik ve
cekim) Ozerinde ¢ok az ya da sifir etkisi olan belli dlizeyde varyasyon belirlenmesi
beklenebilir. Bu gibi beklentiler kismen genetik kodun dejenerasyonun yani sira geleneksel
amino asit dizilim varyasyonlarinin evrimsel basarisindan kaynaklanmaktadir, ki bunlar,
kodlanan proteinin dogasini gozle gorilir derecede degistirmez. Buna gére, niikleik asit
dizilimleri baglaminda, "blylk oranda aym" terimi iki ya da daha fazla dizilim arasinda en az
465'lk bir benzerlik anlamina gelmektedir. Tercihen, terim, iki ya da daha fazla dizilim
arasinda en azindan %70 benzerlik, daha tercihen en az %75 benzerlik, daha tercihen en az
480 benzerlik, daha tercihen en az 485 benzerlik, daha tercihen en az 490 benzerlik, daha
tercihen en az 491 benzerlik, daha tercihen en az £92 benzerlik, daha tercihen en az 493
benzerlik, daha tercihen en az 494 benzerlik, daha tercihen en az 495 benzerlik, daha
tercihen en az 496 benzerlik, daha tercihen en az 4§97 benzerlik, daha tercihen en az 498
benzerlik, daha tercihen en az %99 ya da daha fazla benzerligi ifade eder. Boyle bir benzerlik
nBLAST algoritmasi {Altschul ve digerleri, (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-8; Karlin
ve Altschul (1893) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-7) kullanilarak belirlenebilir.

Bir proteinin amino asit dizilimi icinde, proteinin islevi iizerinde dnemli bir etkisi
olmadan olusabilecek varyasyon derecesi, nikleik asit diziliminde olast varyasyondan gok
daha distiktlr, zira amino asit dizilimleri igin ayni dejenerasyon ilkeleri gegerli degildir. Buna
gore, bir antikor ya da antijen baglayan parga baglaminda, "blylk oranda ayni" terimi,
aciklanan antikorlar ya da antijen baglayan pargalar ile %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96,
697, 498 ya da 499 benzerlige sahip antikorlar ya da antijen baglayan pargalar anlamina
gelir. Diger diizenekler, burada agiklanan antikorlar ve antijen baglayan pargalar ile belirgin
bir benzerlik paylasmayan ama burada agiklanan bu gibi dizilimlere %90, %91, %92, %93,
494, £95, £96, %97, %98 va da %99 benzer baglar sunmak icin gerekli bir ya da daha fazla
CDR va da diger dizilimleri kullanan gergceve, iskele ya da diger baglayici olmayan bolgelere

sahip FRa spesifik antikorlan ya da antijen baglayan pargalariicerir.
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Bir "vektor", icinde bir bagka niikleik asit segmentinin, segmentin tekrarini ya da
ekspresyonunu ortaya ¢ikaracak sekilde uygulanabilir olarak eklenebildigi plazmid, faj,

kozmid ya da viriis gibi bir replikondur.

Bir hiicre, ekzojen va da heterolog niikleik asitler, drnegin DNA hiicreye dahil edildigi
zaman "donlstaralmustir”. Donlstlrici DNA, hiicrenin genomuna entegre edilebilir
(kovalent olaraka baglanabilir) ya da edilmeyebilir. Ornegin prokaryot, maya ve memeli
hiicrelerinde dondstiriicii DNA plazmit gibi epizomal bir bilesen Gizerinde korunur. Okaryotik
hiicrelerle ilgili olarak, stabil olarak dénistlrilmis bir hicre, ya da "kararl hiicre" ékaryotik
hiicrenin, donlstiirich DNA'y1 iceren bir yavru hiicreler popilasyonu iceren hiicre dizileri ya
da klonlari olusturabilme kabiliyeti ile gosterilir. Bir "klon", tek bir hiicreden ya da ortak
atadan mitoz ile turetilen bir hiicreler populasyonudur. Bir "hiicre dizisi", birgok nesil
boyunca in vitro kararh biylime kabiliyeti olan bir birincil hiicrenin bir klonudur. Burada

sunulan bazi drneklerde, hiicreler, hiicrelere DNA verilmesi ile donusturulmustar.

"Ekspres” ve "Uretim" terimleri burada es anlamli kullaniimustir ve bir gen Grindinin
biyosentezini ifade eder. Bu terimler bir genin RNA'ya transkripsiyonunu kapsar. Bu terimler
ayrica RNA'nin bir ya da daha fazla polipeptite translasyonunu ve ayrica tiim dogal olarak
olusan post-transkripsiyonel ve post-translasyonel modifikasyonlari da kapsar. Bir antikorun
va da bunun antijen baglayan pargasinin ekspresyonu ya da Uretimi hiicrenin sitoplasmasi

icinde ya da bir hiicre kiltiiriiniin biiyime ortami gibi hicre disi ortamina dogru olabilir.

"Tedavi etme" ya da "tedavi", bir yaralanma, patoloji ya da kosulun hafifletilmesi ya
da iyilestiriimesinde herhangi bir basari ya da basari indisini ifade eder, bunlara herhangi bir
nesnel ya da dznel parametre dahildir hafifleme; azalma; belirtilerin gerilemesi ya da
kosulun hasta icin daha tolere edilebilir hale getirilmesi, dejenerasyon ya da bozulma hizinda
yavaslama, dejenerasyonun son noktasini daha hafif hale getirme, bir denegin fiziksel ya da
zihinsel saghgini iyilestirme ya da hayatta kalma siiresini uzatma da dahildir. Tedavi nesnel
ya da dznel parametrelere gore degerlendirilebilir; bunlara fiziksel muayene, norolojik

muayene ya da psikiyatrik degerlendirmeler dahildir.

"Antikor", aksi belirtilmedikge, her hir izotipin ¢esitli monomerik ve polimerik

formlan da dahil tiim imminoglobilin izotiplerini (1gG, IgA, 1gE, IgM, 1gD ve IgY) ifade eder.
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Antijen baglayan pargalar, belirli bir antijen icin baglama gekimi sergileyen herhangi
bir proteinli yapi olabilir. Bazi antijen baglayan pargalar, ana antikor molekilinln antijen
baglama 8zgiinliigiini koruyan intakt antikor kisimlarindan olusur. Ornegin, antijen baglayan
parcalar en az hir degisken bdlgeden (bir agir zincir ya da hafif zincir degisken bolgesi) veya
belirli bir antijene baglandigi bilinen bir antikorun bir ya da daha CDR'sinden olusabilir.
Uygun antijen baglayan parcalarin drnekleri, sinir teskil etmeksizin, diabodiler ve tek zincirli
molekdller, yani sira Fab, F{ab'}2, Fc, Fabc ve Fv molekdlleri, tek zincirli {Sc) antikorlari, ayri
antikor hafif zincirleri, ayri antikor agir zincirleri, antikor zincirleri ya da CDR'ler ve diger
proteinler arasinda kimerik flizyonlar, protein iskeleleri, agir zincir monomerleri ya da
dimerleri, hafif zincirleri monomerleri ya da dimerleri, bir agir ve bir hafif zincirden olusan
dimerleri vb. igerir. Tim antikor izotipleri antijen baglayan parcalar Gretmek i¢in
kullanilabilir. Ek olarak, antijen baglayan pargalar, protein iskeleleri gibi ilgi alanindaki belirli
bir antijen i¢in ¢ekim saglayan bir oryantasyonda polipeptit segmentlerini bagaryla kullanan
antikor olmayan proteinli cergeveleri de icerebilir. Antijen baglayan parg¢alar rekombinant
olarak ya da intakt antikorlarin enzimatik ya da kimyasal klivaji ile Uretilebilir. "Bir antikor ya
da bunun antijen baglayan pargas!" 6begi, belirli bir antijen baglayan parcanin, dbekte atifta
bulunulan antikorun bir ya da daha fazla amino asit segmentini kullandigini belirtmek igin

kullanilabilir.

Antikorlar ya da antikor parcalan baglaminda kullanildiginda "spesifik baglama"
terimi, immuinoglobilin genleri ya da immiinoglebilin genlerinin pargalar tarafindan, ilgi
alanindaki bir proteinin bir ya da daha fazla epitopuna kodlanan, ancak karisik bir antijenik
molekiil popllasyonu iceren bir 6rnekteki diger molekiilleri bliyiik oranda tanimayan ya da
bunlara baglanmayan ortamlar aracilifiyla baglanmayi temsil eder. Tipik olarak bir antikor,
bir soydas antijene, bir ylzey plazmon rezonans tayini ya da bir hiicre baglama tayini ile

olclilen 1x10-8 M'den daha dusuk bir Kd ile baglanir.

"Denek" terimi insan ya da tiim omurgalilan, {6rn, insan olmayan primatlar, fareler,
tavsanlar, koyunlar, kdpekler, kediler, atlar, inekler, tavuklar, amfibiler ve siriingenler gibi
memeliler ve memeli olmayanlar) kapsayan insan olmayan hayvanlari ifade eder. Aciklanan

yontemin bircok diizeneginde, denek bir insandir.
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Burada kullanildigi sekliyle, "folat reseptor alfa" {ayrica FRa, FR-alfa, FOLR-1 ya da
FOLR1 olarak da anilir), folat i¢in yliksek ¢ekimli reseptoriin alfa izoformunu ifade eder.
Membrana baglanan FRa, hiicre ylizeyine bir glikosil fosfatidilinositol (GPI) baglayicisiile
baglanir. FRa'nin ¢ozinebilir formlari, folat reseptaérlerine baglanan proteaz ya da fosfolipaz
eylemi tarafindan tiiretilebilir. insan FRa igin amino asit dizilimi burada su referansla
gdsterilmistir: SEQ ID NQ: 1. Varyantlar, érnegin dogal olusan allelik varyantlar ya da en az
bir amino asit ikamesi iceren dizilimler burada kullanilan terimlerin kapsamindadir. Teknikte
uzman kisilerin de takdir edecegi Gzere, insan FRa'nin hiicreyle iliskilendirilen ve hiicreyle

iliskilendirilmeyen formlar SEQ ID NO: 1'in varyant formlarini icerebilir.

Burada kullamildig sekliyle "ornek" terimi, gerek denekten izole edilmis gerekse
denek icinde bulunan benzer sivilar, hiicreler ya da dokulardan {6rn, cerrahi olarak rezeke
edilmis timor dokusu, biyopsiler, ince igne aspirasyenu) olusan bir koleksiyonu ifade eder.
Bazi dlizeneklerde drnek biyolojik bir sividir. Biyolojik sivilar tipik olarak fizyolojik
sicakhklardaki sivilardir ve bir denekte ya da biyolojik kaynakta mevcut, ¢ekilen, ekspres
edilen ya da ekstrakt edilen dogal olusan sivilardir. Belirli biyolojik sivilar belirli dokulardan,
organlardan ya da lokalize bélgelerden tiretilir ve diger belirli biyolojik sivilar daha genel
anlamda ya da sistematik olarak bir denek ya da biyolojik kaynak iginde bulunabhilir. Biyolojik
sivilarin érnekleri arasinda kan, serum ve serosal sivilar, plazma, lenf, idrar, tiikGriik, kistik
sivl, gdz yasi, diski, balgam, salgi dokularinin ve organlarinin mukoza salgilari, vajinal salgilar,
kati olmayan timéarlerle iliskilendirilen érnekleri gibi assit sivilar, ploral, perikardiyal,
peritoneal, abdominal ve diger viicut kavitelerinin sivilari, brons lavaji ile toplanan sivilar vb.

yer alir.

Biyolojik sivilar ayrica, hiicre ya da organ ile kosullandirilmis ortam, lavaj sivilari vb.
iceren hiicre ve organ kiltir ortami gibi bir denek ya da biyolojik kaynak ile temas eden sivi
cozeltilerini de icerir. Burada kullanildigi sekliyle "&rnek” terimi, bir denekten cikartilan

materyalleri ya da bir denek i¢inde yer alan materyalleri kapsar.

FRa-ekspres eden bir kanserin ilerlemesi baglaminda kullanilan "ilerleme" terimi, bir
kanserin daha hafif bir durumdan daha ciddi bir duruma gegisini icerir. Bu, timor sayisinda
va da siddetinde, metastaz derecesinde, kanserin blylme ya da yayilma hizinda vb. bir artisi

icerebilir. Ornegin, "yumurtalik kanserinin ilerlemesi" ifadesi, béyle bir kanserin daha hafif
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bir durumdan daha ciddi bir duruma ilerledigi, drnegin |. evreden Il. evreye ya da Il evreden

[ll. evreye vb. gecis yaptigi anlamini igerir.

FRa-ekspres eden bir kanserin gerilemesi baglaminda kullanilan "gerileme" terimi,
bir kanserin daha ciddi bir durumdan daha hafif bir duruma gegisini icerir. Bu, timor
sayisinda ya da siddetinde, metastaz derecesinde, kanserin bliylime ya da yayilma hizinda
vb. bir azalmayi icerebilir. Ornegin, "yumurtalik kanserinin gerilemesi" ifadesi, boyle bir
kanserin daha ciddi bir durumdan daha hafif bir duruma geriledigi, drnegin Ill. evreden |

evreye ya da ll. evreden |. evreye vb. gecis yaptigi anlamini igerir.

FRa ekspres eden kanserde duraganlhk baglaminda kullanilan "stabil” terimi, klinik
olarak ilgili bir siire zarfinda kanserde hir ilerleme ya da kanserde hir gerileme olarak
gorilmesi icin yeterince belirgin degismemis hig degismemis bir hastalik kosulunu ifade

etmek icindir.

Burada aciklanan dizenekler, belirli ydbntemler, reaktifler, bilesikler, kompozisyonlar

va da biyolojik sistemler ile sinirli degildir; bunlar dogal olarak degisebilir.

FRo-Spesifik Antikorlar ve Antijen Baglayan Parcalar

Burada, 6zellikle FRa'ya baglanan izcle monoklonal antikorlar ve antijen baglayan
parcalar agiklanmigtir. Antikor molekiliinin genel yapisi, agir ve hafif zincirleri iceren bir
antijen baglayan ortamdan ve tamamlayici fiksasyon ve baglayict antikor reseptorleri gibi

cesitli islevleri yerine getiren Fc ortamindan olusur.

Aciklanan antikorlar ya da antijen baglayan pargalar, dort zincirli immiinoglobilin
vapisinin tiim izotiplerini, IgA, IgD, IgE, 1gG and IgM ve sentetik multimerlerini igerir.
Aciklanan antikarlar ya da antijen baglayan pargalar ayrica genede tavuk ya da hindi

serumunda ve tavuk ya da hindi yumurtasi sarisinda bulunan IgY izotipini de igerir.

Ornekler bdlimiinde aciklanan antikorlar ya da antijen baglayan parcalar farelerden

tiretilmistir. Benzer antikorlar rekombinant yollarla herhangi bir tirden tiretilebilir.

24



10

15

20

25

30

EP-17390

Ornegin, antikorlar ya da antijen baglayan pargalar kimerik sican, kegi, at, domuz, sigir,
tavuk, tavsan, devegiller, esek, insan vb. olabilir. insanlara verilmek tizere kullanim igin,
insan olmayan kdkenden tiiretilen antikorlar ya da antijen baglayan pargalar, insan hastaya

verildiginde da az antijenik olmalari igin genetik ya da yapisal olarak degistirilebilir.

Bazi duzeneklerde antikorlar ve antijen baglayan parcalar kimeriktir. Burada
kullamildigi seklivle "kimerik" terimi, en az bir kismi, insan olmayan bir memeli, bir kemirgen
va da bir sUrlngenden tlretilen en az bir degisken ortam icerirken, antikor ya da bunun
antijen baglayan pargalarin kalan kisimlari bir insandan tiretilen bir antikor ya da bunun
antijen baglayan pargasi anlamina gelir. Ornegin, bir kimerik antikor, bir insan Fc ya da bu

gibi diger yapisal ortama sahip bir fare antijen baglama ortami icerebilir.

Bazi diizeneklerde antikorlar insanlastiriimis antikorlardir. insanlastinlmis antikorlar,
insan olmayan imminoglobulinden turetilen minimal dizilim iceren kimerik
immiinoglobulinler, immunoglobulin zincirleri ya da bunun pargalar (6rn, Fv, Fab, Fab',
F(ab")2 ya da diger antijen baglayan antikor alt dizileri) olabilir. Esas olarak, insanlastirilmig
antikorlar, insan immunoglobilinlerdir {alici antikoru), burada alicinin bir tamamlayicilik-
belirleme bdlgesinden (CDR) gelen artiklar, fare, sican ya da tavsan gibi insan olmayan bir
turden (verici antikoru) gelen, istenen dzginlik, cekim ve kapasiteye sahip bir CDR ile
degistirilir. Genel clarak insanlastiriimig antikor, en az bir, ve tipik olarak iki, degisken
ortamin blyik oradan timiind igerecektir, burada CDR bdlgelerini timii ya da biiyik oradan
timi insan olmayan immunoglobulinin bdlgelerine ve ¢erceve bdlgelerin timil ya da bylk
oranda tiimi insan immiinoglobulinin bélgelerine karsilik gelir. insanlastiriimis antikor, bir
immiinoglobulin sabit bdlgesinin (Fc), tipik clarak da bir insan immiinoglobulinin en az bir

kismini icerehilir.

Burada aciklanan antikorlar ve antijen baglayan pargalar gesitli formlarda olusabilir,
ancak Tablo 1'de gosterilen antikor degisken ortam segmentlerini ya da CDR'lerin birini ya
da daha fazlasini igerecektir. Tablo 1'de agiklanan antikorlarinin izotipleri, her bir antikorun
korunmus dizilimlere sahip oldugu bilinen sahit bolgesini agiklamak icin parantez icinde
gosterilmistir. Tablo 1. Agiklanan antikorlarin ve bunlarin antijen baglayan pargalarinin

antikor segmentleri {"Lc" hafif zinciri ve "Hc" agir zinciri belirtir).
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Antikor Segmenti |SEQ ID Dizilim
NO.
Monoklonal antikor 9F3 (murin 19G2a sabit bélgesi)

Lc CDRI 2 RASSTVSYSYLH

Lc CDR2 3 GTSNLAS

Lc CDR3 4 |QQYSGYPLT

Lc degisken ortam 5 PAIMSASPGEKVTMTCRASSTVSYSYLHWY

segmenti QQKSGASPQLWIYGTSNLASGVPARFSGSG
SGTSYSLTISSVEAEDAATYYCQQYSGYPLT
FGAGTKLELKRADAAP

Hc CDR1 6 [SGYYWN

Hc CDR?2 7 YIKSDGSNNYNPSLKN

Hc CDR3 8 EWKAMDY

Hc degisken ortam| 9 |[ESGPGLVRPSQSLSLTCSVTGYSITSGYYWN

segmenti WIRQFPGSRLEWMGYIKSDGSNNYNPSLKN
RISITRDTSKNQFFLKLNSVTTEDTATYFCTR
EWKAMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPL
APGCGDT

Monoklonal antikor 19D4 (murin IgG2a sabit bdlgesi)

Lc CDRI 10 |RASESVDTYGNNFIH

L¢ CDR2 11 |LASNLES

Lc CDR3 12 |QQNNGDPWT

Lc degisken ortam | 13 |[PASLAVSLGQRATISCRASESVDTY GNNFIH

segmenti WYQQKPGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
GSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCQQNNGDP
WTFGGGTKLEIKRADAAP

Hc CDR1 14 |HPYMH

Hc CDR2 15 |[RIDPANGNTKYDPKFQG

Hc CDR3 16 |EEVADYTMDY

Hc degisken ortam| 17 |GAELVKPGASVKLSCTASGFMKHPY MHWYV

segmenti

KQRPDQGLEWIGRIDPANGNTKY DPKFQGK
ATITADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCGR
EEVADYTMDYWGQGTSVTVSSAKTTAPSV
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YPLAPV

Monoklonal ant

ikor 24F12 {murin 1gG1 sabit bolgesi)

Lc CDRI 18  |SASQGINNFLN

Lc CDR2 19 |YTSSLHS

Lc CDR3 20 |QHFSKLPWT

Le degisken 21  |TSSLSASLGDRVTISCSASQGINNFLNWYQQ

ortam KPDGTVKLLIYYTSSLHSGVPSRFSGSGSGTD
YSLTISNLEPEDIAIYYCQHFSKLPWTFGGGT
KLEIKRADAAP

Hc CDRr1 22 |SYAMS

Hc CDbr2 23 |EIGSGGSYTYYPDTVTG

Hc CDR3 24 |[ETTAGYFDY

Hc degisken 25 |SGGGLVRPGGSLKLSCAASGFTFSSY AMSW

ortam VRQSPEKRLEWVAEIGSGGSYTYYPDTVTG
RFTISRDNAKSTLYLEMSSLRSEDTAIYYCA
RETTAGYFDYWGQGTTLTVSS

Monoklonal antikor 26B3 (murin 1gG1 sabit bolgesi)

Lc cDrl 26 |[RTSENIFSYLA

Lc CDRZ 27 |NAKTLAE

Lc CcDR3 28  |QHHYAFPWT

Lc degisken 29  |PASLSASVGETVTITCRTSENIFSYLAWYQQ

ortam segmenti KQGISPQLLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSCT
QFSLKINSLQPEDFGSYYCQHHY AFPWTFGG
GSKLEIKRADAAP

Hc cbrl 30 |GYFMN

Hc CDR2 31 |RIFPYNGDTFYNQKFKG

Hc CDR3 32 |GTHYFDY

Hc degisken 33 |GPELVKPGASVKISCKASDYSFTGYFMNWV

ortam segmenti

MQSHGKSLEWIGRIFPYNGDTFYNQKFKGR
ATLTVDKSSSTAHMELRSLASEDSAVYFCA
RCTHYFDYWGQGTTLTVSSAKTTPPSVYPL
APGSAAQT

Monoklonal antikor 9F3 (murin 1gG2a sabit bélgesi)
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L¢ CDRI 34  |AGGGCCAGCTCAACTGTAAGTTACAGTTA
CTTGCAC

Lc CDR2 35 |GGCACATCCAACTTGGCTTCT

Lc CDR3 36 |CAGCAGTACAGTGGTTACCCACTCACG

Lc degisken 37 |CCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGA

ortam segmenti AAAGGTCACCATGACCTGCAGGGCCAGCT
CAACTGTAAGTTACAGTTACTTGCACTGGT
ACCAGCAGAAGTCAGGTGCCTCCCCCCAA
CTCTGGATTTATGGCACATCCAACTTGGCT
TCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGT
GGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATC
AGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCAC
TTATTACTGCCAGCAGTACAGTGGTTACCC
ACTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGG
AGCTGAAACGGGCTGATGCTGCACCAAC

Hc CDR1 38  |AGTGGTTATTACTGGAAC

Hc CDR2 39  |TACATAAAGTCCGACGGTAGCAATAATT
ACAACCCATCTCTCAAAAAT

Hc CDR3 40 |GAGTGGAAGGCTATGGACTAC

Hc degisken 41 | GAGTCAGGACCTGGCCTCGTGAGACCTTC

ortam segmenti TCAGTCTCTGTCTCTCACCTGCTCTGTCAC

TGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATTACTG
GAACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGAAGCA
GACTGGAATGGATGGGCTACATAAAGTCC
GACGGTAGCAATAATTACAACCCATCTCT
CAAAAATCGAATCTCCATCACTCGTGACA
CATCTAAGAACCAGTTTTTCCTCGAAGTTGA
ATTCTGTGACTACTGAGGACACAGCTACA
TATTTCTGTACAAGGGAGTGGAAGGCTAT
GGACTACTGGGGTCAGGGAACCTCAGTCA
CCGTCTCCTCAGCCAAAACAACACCCCCA
TCAGTCTATCCACTGGCCCCTGGGTGTGCA
GATACAAC
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Monoklonal antikor 19D4 (murin 1gG2a sabit bolgesi)

Lc CDRI

42

AGAGCCAGTGAAAGTGTTGATACTTATGG
CA ATAATTTTATACAC

Lc CDR2

43

CTTGCATCCAACCTAGAATCT

Lc CDR3

44

CAGCAAAATAATGGGGATCCGTGGACG

Lc degisken
ortam segmenti

45

CCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAG
AGGGCCACCATATCCTGCAGAGCCAGTGA
AAGTGTTGATACTTATGGCAATAATTTTAT
ACACTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGC
CACCCAAACTCCTCATTTATCTTGCATCCA
ACCTAGAATCTGGGGTCCCTGCCAGCTTC
AGTGGCAGTGGGTCTAGGACAGACTTCAC
CCTCACCATTGATCCTGTGGAGGCTGATGA
TGCTGCAACCTATTACTGTCAGCAAAATA
ATGGGCGATCCGTGCACGTTCGGTGGAGGC
ACCAAGCTGGAGATCAAACGGGCTGATGC
TGCACCAA

Hc CDR1

46

CACCCCTATATGCAC

Hc CDR2

47

AGGATTCGATCCTGCCAATGGTAATACTAA
AT ATGACCCGAAGTTCCAGGGC

Hc CDR3

43

GAGGAGCTGGCGGACTATACTATGGACTA
C

Hc degisken
ortam segmenti

4%

GGGGCAGAGCTTGTGAAGCCAGGGGCCTC
AGTCAAGTTGTCCTGCACAGCTTCTGGCTT
CAACATTAAACACCCCTATATGCACTGGG
TGAAGCAGAGGCCTGACCAGGGCCTGGAG
TGGATTGGAAGGATTGATCCTGCGAATGG
TAATACTAAATATGACCCGAAGTTCCAGG
GCAAGGCCACTATAACAGCAGACACATCC
TCCAACACAGCCTACCTACAGCTCAGCAG
CCTGACATCTGAGGACACTGCCGTCTATTA
CTGTGGTAGACGAGCGAGGTGGCGGACTATA
CTATGCACTACTGGGGTCAAGGAACCTCA
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GTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACAACAGC
CCCATCGOGTCTATCCACTGGCCCCTATAGTG

Monoklonal ant

ikor 24F12 (murin 1gG1 sabit bélgesi)

Lc CDRI 50 |AGTGCAAGTCAGGGCATTAACAATTTTIT
AAAC

Lc CDR2 51  |[TACACATCAAGTTTACACTCA

Lc CDR3 52 |CAGCACTTTAGTAAGCTTCCGTGGACG

Lc degisken 53  |ACATCCTCCCTCGTCTGCCTCTCTGGGAGAC

ortam segmenti AGAGTCACCATCAGTTGCAGTGCAAGTCA
GGGCACCACGATGGCACTGTTAAACTCCTG
ATCTATTACACATCAAGTTTACACTCAGG
AGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGT
CTGGGACAGATTATTCTCTCACCATCAGC
AACCTGGAACCTGAAGATATTGCCATATA
CTATTGTCAGCACTTTAGTAAGCTTCCGTG
GACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAA
TCAAACGGGCTGATGCTGCACCAAC

Hc CDR1 54 JAGCTATGCCATGTCT

Hc CDR2 55 |GAAATTCCGTAGTGGTGGTAGTTACACCTA
CTATCCAGACACTGTGACGGGC

Hc CDR3 56 |GAAACTACGGCGGGCTACTTTGACTAC

Hc degisken 57 |TCTGGGGGAGGCTAGTGAGGLCCTGGAGG

ortam segmenti

GTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTAG
ATTCACTTTCAGTAGCTATGCCATGTCTTG
GGTTCGCCAGTCTCCAGAGAAGAGGCTGG
AGTGGGTCGCAGAAATTGGTAGTGGTGGT
AGTTACACCTACTATCCAGACACTGTGAC
GGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATG
CCAAGAGCACCCTGTACCTGGAAATGAGC
AGTCTGAGGTCTGAGGACACGGCCATCTA
TTACTGTGCAAGGCAAACTACGGCGGGCT
ACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACT
CTCACAGTCTCCTCA
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Monoklonal antikor 26B3 (murin IgG1 sabit bdlgesi

Lc CDRI 58 CGAACAAGTGAGAATATTTTCAGTTATITT
AGCA

Lc CDR2 59 AATGCAAAAACCTTAGCAGAG

Lc CDR3 60 CAACATCATTATGCTTTTCCGTGGACG

Lc degisken 6l CCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAA

ortam segmenti ACTGTCACCATCACATGTCCAACAAGTGA
GAATATTTTCAGTTATTTAGCATGGTATCA
GCAGAAACAGGGAATATCTCCTCAGCTCC
TGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAG
GGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGG
ATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCA
ACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGGGAGT
TATTACTGTCAACATCATTATGCTTTTCCG
TGGACGTTCGGTGGAGGCTCCAAGCTGGA
AATCAAACGGGCTGATGCTGCACCAAC

Hc CDR1 62 |GGCTACTTTATCGAAC

Hc CDR2 63 |CGTATTTTTCCTTACAATGGTGATACTTTC
TACAACCAGAAGTTCAAGGGC

Hc CDR3 64 |GGGACTCATTACTITGACTAC

Hc degisken 65 |GGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTTC

ortam segmenti AGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGATT

ACTCTTTTACTGGCTACTTTATGAACTGGG
TGATGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAG
TGCGATTGGACGTATTTTCCTTACAATGATG
ATACTTTCTACAACCAGAAGTTCAAGGGC
AGGGCCACATTGACTGTAGACAAATCCTC
TAGCACAGCCCACATGGAGCTCCGGAGCC
TGGCATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTTIT
GTGCAAGAGGCGACTCATTACTTTGACTACT
GGGGCCAAGGCACCACTCTCACTAGTCTCCT
CAGCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTAT
CCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACT
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Burada, 0zellikle FRa'ya baglanan izole antikorlar ve antijen baglayan pargalar
actklanmistir. Bazi diizeneklerde antikorlar ve antijen baglayan pargalar murin IgG ya da
bunun turevleridir. Antikorlar ve antijen baglayan parcalar insan, insanlastirilmis ya da
kimerik olabilir, ancak burada érneklendirilen antikarlar ve antijen baglayan pargalar
murindir. Bazi diizeneklerde, antikorlar ve antijen baglayan parcalar sununla biyiik oranda
ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR1 amino asit dizilimi icerebilir: SEQ ID NO: 26. Bazi
diizeneklerde, antikorlar ve antijen baglayan pargalar sununla biiyiik oranda ayni ya da
benzer bir hafif zincir CDR2 amino asit dizilimi icerebilir: SEQ ID NO: 27. Duzeneklerde,
antikorlar ve antijen baglayan parcalar sununla biiyik oranda ayni ya da benzer bir hafif
zincir CDR3 amino asit dizilimi icerebilir: SEQ ID NO: 28. Diizeneklerde, antikorlar ve antijen
baglayan pargalar sununla biylk oranda ayni ya da benzer bir agir zincir CDR1 amino asit
dizilimi icerebilir: SEQ ID NO: 30. Duizeneklerde, antikorlar ve antijen baglayan pargalar
sununla biiyik oranda ayni ya da benzer bir agir zincir CDR2 amino asit dizilimi icerebilir:
SEQ ID NO: 31. Diuzeneklerde, antikorlar ve antijen baglayan parcalar sununla biiylk oranda
ayni ya da benzer bir agir zincir CDR3 amino asit dizilimi icerebilir: SEQ ID NO: 32, Antikorlar
ve antijen baglayan pargalar sununla biiylik oranda ayni ya da benzer bir CDR1 amino asit
dizilimine: SEQ ID NO: 26; sununla bliylk oranda ayni ya da benzer bir CDR2 amino asit
dizilimine: SEQ, ID NO: 27; ve sununla biiyiik oranda ayni ya da benzer bir CDR3 amino asit
dizilimine sahip bir hafif zincir icerebilir: SEQ ID NO: 28. Antikorlar ve antijen baglayan
parcalar sununla bayik oranda ayni ya da benzer bir CDR1 amino asit dizilimine: SEQ ID NO:
30; sununla biliyik oranda ayni ya da benzer bir CDR2 amino asit dizilimine: SEQ ID NO: 31;
ve sununla blylk oranda ayni ya da benzer bir CDR3 aminao asit dizilimine sahip bir agir
zincir icerebilir: SEQ ID NO: 32. Antikorlar ve antijen baglayan parcalar sununla buylk oranda
ayni ya da benzer bir CDR1 amino asit dizilimine: SEQ ID NO: 26; sununla biliyiik oranda ayni
ya da benzer bir CDR2 amino asit dizilimine: SEQ ID NO: 27; ve sununla blytk oranda ayni ya
da benzer bir CDR3 amino asit dizilimine sahip bir hafif zincir icerebilir: SEQ ID NO: 28; ve
ayrica sununla biiylik oranda ayni ya da benzer bir CDR1 amino asit dizilimine: SEQ ID NO:

30; sununla blyidk oranda ayni ya da benzer bir CDR2 amino asit dizilimine: SEQ ID NO: 31;
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ve sununla blylk oranda ayni ya da benzer bir CDR3 amino asit dizilimine sahip bir agir

zincir icerebilir: SEQ ID NO: 32.

Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan pargalar, su SEQ ID NQ ile blyik oranda
ayni ya da benzer olan amino asit dizilimini iceren bir hafif zincir degisken ortami olabilir: 29.
Bazi diizeneklerde, su SEQ ID NO ile buyiik oranda ayni ya da benzer olan bir dizilim iceren
bir izole polinikleotid: 61, bu hafif zincir degisken ortam amino asit dizilimini kodlayabilir.
Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan parcalar, su SEQ ID NO ile bliy(k oranda ayni ya da
benzer olan amino asit dizilimini igeren bir agir zincir degisken ortami olabilir: 33. Bazi
diizeneklerde, su SEQ ID NO ile biyilik oranda ayni ya da benzer olan bir dizilim iceren bir
izole polinukleotid: 65, bu agir zincir degisken ortam amino asit dizilimini kodlayabilir.
Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan parcalar, bir hafif ve bir agir zincir degisken ortami
icerebilir, burada hafif zincir degisken ortami, sununla biyiik oranda ayni ya da benzer bir
amino asit dizilimi: SEQ ED NO: 29, ve agir zincir degisken ortam sununla ayni ya da benzeri

bir amino asit dizilimi icerir: SEQ ID NO: 33.

Baz) dizeneklerde antikorlar, American Type Culture Collection {10801 University
Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) tarafindan 19 Mayis 2011'de Katihm Numarasi PTA-
11885 ile depolanan antikor lreten hiicreler tarafindan uretilmistir. Bazi diizeneklerde
antikorlar ya da bunlarin antijen baglayan parcalan, depolanan antikor ireten hiicreler
tarafindan dretilen antikorlarin FRa'si igin bir baglama ¢ekimine sahiptir. Bazi dizeneklerde
aciklanan antikorlar ya da bunlarin antijen baglayan parcalari, depolanan antikor Greten
hiicreler tarafindan Uretilen antikorlarin hafif ve agir zincir COR'lerini igerir. Bazi
duzeneklerde antikorlar ya da bunlarin antijen baglayan parcalari, depolanan antikor {ireten

hiicreler tarafindan Gretilen antikorlarin hafif ve agir zincir degisken bélgelerini icerir.

Ayrica dzellikle FRa'ya baglanan antikorlar ya da antijen baglayan parcalar kodlayan
poluniikleotidler de agiklanmistir. Bazi diizeneklerde, izole poliniikleotidler, sununla buyiik
oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR1 dizilimine sahip bir antikor ya da bunun
antijen baglayan parcasini kodlar: SEQ ID NQ: 26, 6érnegin SEQ ID NO: 58. Baz! diizeneklerde,
izole poliniklectidler, sununla biiyiik oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR2'ye sahip
bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasini kodlar: SEQ ID NO: 27, 6rnegin SEQ ID

NO: 59. Bazi diizeneklerde, izole poliniikleotidler, sununla biyiik oranda ayni ya da benzer
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bir hafif zincir CDR3'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ ID
NO: 28, érnegin SEQ ID NO: 60. Bazi dizeneklerde, izole polinlkleotidler, sununla biylk
oranda ayni va da benzer bir agir zincir CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen
baglayan pargasini kodlar: SEQ ID NO: 30, 6rnegin SEQ ID NO: 62. Bazi duzeneklerde, izole
polinikleotidler, sununla blyiik oranda ayni ya da benzer bir agir zincir CDR2'ye sahip bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ ID NO: 31, érnegin SEQ ID NO:
63. Bazi dizeneklerde, izole polinikleotidler, sununla blylk oranda ayni ya da benzer bir
agir zincir CDR3'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini kodlar: SEQ ID
NO: 32, 6rnegin SEQ ID NO: 64. Polinlkleotidler, sununla blylik oranda ayni ya da benzer bir
CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan parc¢asini: SEQ ED NO: 26, dérnegin
SEQ ID NO: 58; CDR2'ye sahip antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO:
27, 6rnegin SEQ ID NO: 59; CDR3'e sahip antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini
kodlayabilir: SEQ ID NO: 28, érnegin SEQ ID NO: 60. Polintkleotidler sununla biyik oranda
ayni ya da benzer bir agir zincir CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan
parcasini: SEQ 1D NO: 30, érnegin SEQ ID NO: 62; CDR2'ye sahip antikor ya da bunun antijen
baglayan pargasini: SEQ ID NO: 31, 6rnegin SEQ ID NO: 63; CDR3'e sahip antikor ya da bunun
antijen baglayan pargasini kodlayabilir: SEQ ID NO: 32, 6rnegin SEQ ID NO: 64,
Polinlkleotidler sununla bilyiik oranda ayni ya da benzer bir hafif zincir CDR1'e sahip bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NQ: 26, drnegin EQ ID NO: 58;
sununla biiyik oranda ayni ya da benzer bir niikleotid dizilimi ile kodlanan CDR2'ye sahip bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 27, érnegin SEQ ID NO: 59; ve
sununla biiylik oranda ayni ya da henzer bir niikleotid dizilimi ile kodlanan CDR3'e sahip bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 28, 6rnegin SEQ ID NO: 60; bir
agir zincir CDR1'e sahip bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ ID NO: 30,
ornegin SEQ ID NO: 62; CDR2'ye sahip antikor ya da bunun antijen baglayan pargasini: SEQ
ID NO: 31, 6rnegin SEQ ID NO: 63; CDR3'e sahip antikor ya da bunun antijen baglayan
parcasint kodlayabilir: SEQ ID NQ: 32, 6rnegin SEQ 1D NO: 64, CDR'lerin antijen baglayan
diizenlemeleri ayrica CDR iskelesi olarak antikor benzeri proteinler kullanilarak tasarlanabilir.

Bu gibi tasarlanan antijen baglayan proteinler aciklamanin kapsami dahilindedir.

Burada aciklanan polinukleotidler, sununla blyuk oranda ayni ya da benzer bir

amino asit dizilimi iceren bir hafif zincir degisken ortam segmentine sahip antikorlari ya da
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bunlarin antijen baglayan parcalarini kodlayabilir: SEQ ID NO: 29, 6rnegin SEQ ID NO: 61.
Bazi dUzeneklerde agiklanan polinikleotidler sununla biiylik oranda ayni ya da benzer bir
amino asit dizilimi igeren bir agir zincir degisken ortam segmentine sahip antikorlar ya da
bunlarin antijen baglayan parcalarini kodlayabilir: SEQ ID NO: 33, 6rnegin SEQ ID NO: 65.
Bazi diizeneklerde agiklanan polinlkleotidler sununla biyik oranda ayni ya da benzer bir
amino asit dizilimi igeren bir hafif zincir degisken ortam segmentine sahip antikorlari ya da
bunlarin antijen baglayan parg¢alarimi kodlayabilir: SEQ ID NO: 29, érnegin SEQ ID NO: 61, ve
agir zincir degisken ortam segmenti, su SEQ ID NQ ile bliyik oranda ayni ya da benzer olan
amino asit dizilimini icerir: 33, ornegin SEQ ID NO: 65. Burada aciklanan degisken ortam
segmentleri kodlayabilen polintikleotidler, antikorlar ya da antijen baglayan pargalar

dretmek icin ayni ya da farkh vektorleri icerebilir.

Ayrica tasarlanan antijen baglayan proteinleri kodlayan poliiniiklectidler de
agtklamanin kapsami dahilindedir. Bazi dlzeneklerde agiklanan polliniikleotidler {ve bunlarin
kodladig1 peptitler) bir 6ncil dizilim icerir. Teknikte bilinen herhangi bir dncdl dizilim
kullanilabilir. Onciil dizilim, sinir teskil etmemek kaydiyla bir kisitlama alanini ya da bir islem

baslangic alanini icerebilir.

Burada agiklanan antikorlar ya da antijen baglayan parcalar, aciklanan antikorlarin ya
da antijen baglayan parcalarin biyolojik 6zelliklerini {6rn., baglama ¢ekimi ya da immiin
etkileyici etkinligi) koruyan tekil ya da ¢ogul amino asit ikamelere, silmelere ya da
eklemelere sahip varyantlari igerir. Uzman kisiler tekli ya da ¢oklu amino asit ikameleri,
silmeler ya da degisikliklere sahip varyantlar olusturabilir. Bu varyantlar sunlari igerebilir: (a)
bir ya da daha fazla amino asit artiginin keruyucu olan ya da olmayan amino asitlerle ikameli
oldugu varyantlar, (b) bir ya da daha fazla amino asidin polipeptide eklendigi ya da silindigi
varyantlar, {(c) bir ya da daha fazla amino asidin bir ikame grubu igerdigi varyantlar ve (d)
polipeptidin baska bir peptit ya da bir flizyon partneri, bir protein etiketi ya da diger
kimyasal kisim gibi, polipeptide, hir antikor icin bir epitop, hir polihistidin dizilimi, bir biotin
payi vb. kullanigh ézellikler kazandiran polipeptit ile kaynastigi varyantlar. Burada agiklanan
antikorlar ya da antijen baglayan pargalar, bir tlirden gelen amino asit artiklarinin baska
turdeki ilgili artik i¢in, korunan ya da korunmayan konumlarda ikame edildigi varyantlari

icerir. Diger dlizeneklerde, karunmayan konumlardaki amino asit artiklari koruyucu olan ya
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da olmayan artiklarla ikame edilir. Bu varyantlar elde etmeye yonelik genetik (supresyonlar,
silmeler, mutasyonlar vb.), kimyasal ve enzimatik teknikler teknikte orta diizeyde bilgisi olan

kisilerce bilinmektedir.

Burada agiklanan antikorlar ya da antijen baglayan pargalar IgM, IgD, 1gG, I1gA ve IgE
gibi gesitli antikor izotiplerini kapsayabilir. Antikor ya da bunun antijen baglayan pargasinin
oOzglinlaga biiylk olgiide CDR'lerin amino asit dizilimi ve diizenleri ile belirlenir. Bu nedenle
bir izotipin CDR'leri, antijen 6zglinliginl degistirmeden hagka bir izotipe aktarnlabilir.
Alternatif olarak, antijen dzgunliguni degistirmeden bir antikor izotipi Gretiminden bir
baskasina gecis icin (izotip degistirme} hibridomlara neden olacak teknikler de belirlenmistir.
Buna gore bu gibi antikor izotipleri agiklanan antikorlarin ve antijen baglayan pargalarin

kapsamindadir

Burada aciklanan antikorlar ya da antijen baglayan pargalar, FRa i¢in yaklasik 1x10°8
M'den az bir ayrisma sabitini (KD) iceren bag ¢ekimlerine (M cinsinden) sahiptir. Bir
duzenekte antikor 9F3, FRa igin 7,15x10710 M'lik bir cekime sahiptir. Bir diizenekte antikor
19D4, FRa igin 5,67x10710 M'lik bir cekime sahiptir. Bir dliizenekte antikor 24F12, FRa igin
1,02x10710 M'lik bir cekime sahiptir. Bir diizenekte antikor 26B3, FRa igin 2,73x10711 M'lik
bir cekime sahiptir. Bir diizenekte antikor 9F3, FRa icin yaklasik 6,5x10710 M ila yaklasik
8x10710 M'lik hir cekime sahiptir. Bir diizenekte antikor 19D4, FRa icin yaklasik 5x10°10 M
ila yaklasik 6,5x10710 M'lik bir gekime sahiptir. Bir diizenekte antikor 24F12, FRatigin
vaklasik 0,5x10710 M ila yaklasik 2x10710 M'lik bir cekime sahiptir. Bir diizenekte antikor
26B3, FRa igin yaklagik 1x10711 M ila yaklasik 3,5x10711 M'lik bir ¢cekime sahiptir.

Ayrica burada acgiklanan polintklelotidleri iceren vektorler de verilmistir. Vektérler
ekspresyon vektérleri olabilir. ilgili bir polipeptit kodlayan bir dizilimi iceren rekombinant
ekspresyon vektorleri bu sekilde bu agiklamanin kapsaminda tasarlanmistir. Ekspresyon
vektorleri sinir teskil etmemek kaydiyla dizenleyici dizilimler {6rn, destekgi, gelistirici), bir
sec¢im isaretgisi ve bir poliadenilasyon sinyali gibi bir ya da daha fazla ek dizilim igerebilir. Cok
cesitli konakgl hiicreleri dénistiirmeye yonelik olan vektorler iyi bilinmektedir ve sinir teskil
etmemek kaydiyla, plazmidleri, fajmidleri, kozmidleri, bakuloviriisleri, bakmidleri, bakteriyel
vapay kromozomlari (BAC'ler}, maya yapay kromozomlarini (YAC'ler), yari sira diger

bakteriyel, maya ve viral vektorleri igerir.
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Aciklamanin kapsamina dahil rekombinant ekspresyon vektorleri, uygun dizenleyici
elemanlara uygulanabilir bir sekilde baglanabilen en azindan bir rekombinant proteini
kodlayan sentetik, genomik ya da cDNA-tlrevi nukleik asit parcalari igerir. Bu gibi dlizenleyici
elemanlar, transkripsiyonel bir destekleyici, uygun mRNA ribozomal baglanma alanlari ve
transkripsiyon ve translasyonun sonlanmasini kontrol eden dizilimleri icerebilir. Ekspresyon
vektorleri, ozellikle memeli ekspresyon vektdrleri ayrica bir replikasyonun kdkeni, ekspres
edilecek gene baglanan uygun bir destekleyici ve gelistirici, diger 5' ya da 3' kopyalanmamis
yan dizilim, 5' ya da 3’ donstirilmemis dizilim {6rnegin gerekli ribozom baglama alanlari),
bir poliadenilasyon alani, birlesme yeri dondri ve alici alanlar gibi kopyalanmamis bir ya da
daha fazla eleman ya da transkripsiyonel sonlandirma dizilimi icerebilir. Bir konukguda

kopyalama yetenegi sunan bir replikasyon kdkeni de ayrica dahil edilebilir.

Omurga hiicrelerini donistirme kullanmlacak ekspresyon vektérlerindeki
transkripsiyonel ve translasyonel kontrol dizilimleri viral kaynaklardan saglanabilir. Ornek
vektdrler su yayinda aciklanan sekilde olusturulmustur: Okayama ve Berg, 3 Mol. Cell. Biol

280 (1983).

Bazi diizeneklerde antikor ya da antijen baglayan parc¢a kodlayan dizilim, su genlere
yonelik destekleyiciler gibi gli¢lii bir temel yapi destekleyicisinin kontrolu altina
yerlestirilmistir: Hipozantin fosforibozil transferaz (HPRT), adenozin deaminaz, piruvat kinaz,
beta-aktin, insan miyosin, insan hemoglobin, insan kas kreatin ve digerleri. Ek olarak bir¢ok
viral hizlandirici, esas olarak ¢karyotik hiicrelerde calisir ve agiklanan dizeneklerle kullanima
uygundur. Bu gibi viral hizlandiricilar, sinirlandirma olmaksizin, Sitomegaloviriis (CMV) ara
erken hizlandirici, SV40 erken ve geg hizlandirici, Fare Memeli Timor Virlisi (MMTY)
hizlandirici, Maloney l6semi virlisiniin uzun terminal tekrarlar {LTR'ler), insan immun
Yetmezlik Virusu (HIV), Epstein Barr Virlisti (EBV), Rous Sarcoma Viriis {RSV) ve diger
retrovirusleri, ve Herpes Simplex Virlisun(n timidin kinaz hizlandiricisinin igerir. Bir
diizenekte, antikor ya da bunun antijen baglayan parcgasini kedlayan dizilim, metallotiyonin
hizlandirici, tetrasiklin uyarlabilir hizlandinci, doksisiklin-uyanlabilir hizlandirici, protein
kinaz R 2',5'-oligoadenilat sintetazlar, Mx genleri, ADAR1 vb. bir ya da daha fazla interferon-
uyarnmli yanit elemanlari (ISRE) iceren hizlandiricilar gibi uyarnilabilir bir hizlandiricinin

kontrolii altina yerlestirilmistir.
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Burada agiklanan vektorler bir ya da daha fazla Dahili Ribozom Giris Alani {IRES)
icerebilir. Bir IRES diziliminin fuzyon vektdrlerine girmesi, bazi proteinlerin ekspresyonunu
gelistirmek igin yararl olabilir. Bazi diizeneklerde vektdr sistemi bir ya da daha fazla
poliadenilasyon alani {6rn, SV40) icerebilir, bu, daha 6nce bahsedilen herhangi bir niikleik
asit diziliminin yukari ya da asagi akisinda olabilir. Vektdr bilesenleri bitisik olarak baglanmis,
va da gen Urlnlerinin ekspresyonu igin optimum alan saglayacak sekilde diizenlenmis (6rn,
ORF'ler arasina “ara” nikleotitlerin dahil edilmesi) ya da baska bir sekilde konumlandiriimis
olabilir. IRES motifi gibi diizenleyici elemanlar, ayrica eksprasyon icin optimum alan

saglayacak sekilde diizenlenebilir.

Vektorler, teknikte iyi bilinen se¢im isaretgileri icerebilir. Secim isaretgileri,
antibiyotik direng¢ genleri (drn, necmisin direng geni, bir higromisin direng geni, bir
kanamisin direng geni, bir tetrasiklin direng geni, bir penisilin direng geni), glutamat sitaz
genleri, gansiklovir segimi icin HSV-TK ve HSV-TK turrevleri ya da 6-metilplrin segimi igin
bakteriyel parin niikleosit fosforilaz geni gibi pozitif ve negatif secim isaretgileridir {Gadi ve
digerleri, 7 Gene Ther. 1738-1743 (2000)). Bir segim isaretcisini ya da klonlama alanini
kodlayan bir nikleik asit dizilimi, ilgili bir polipeptiti kodlayan ya da alanini klonlayan bir

niikleik asit diziliminin yukar akisi ya da asagi akisinda olabilir.

Burada agiklanan vektérler, aciklanan antikorlar ya da antijen baglayan pargalari
kodlayan genleri olan gesitli hiicreleri déniistiirmek icin kullanilabilir. Ornegin vektérler
antikor ya da antijen baglayan parca lreten hiicreler olusturmak icin kullanilabilir,
Dolayisiyla, baska bir yon, burada aciklanan ve drneklendirilen antikorlar ya da antijen
baglayan pargalar gibi 6zellikle FRat'ya baglanan bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir
parcasini kodlayan bir niikleik asit dizilimi iceren vektorlerle dénistirilen konakgi hiicrelere

sahiptir.

Yabanci genlerin hicrelere dahil edilmesi igin teknikte sayisiz teknik bilinmektedir ve
bunlar, agiklanan yéntemlerin, burada agiklanan ve drneklendirilen gesitli dizeneklere
uygun sekilde gerceklestiriimesi icin rekombinant hiicrelerin yapilandiriimasinda
kullanilabilir. Kullanilan teknik, heterclog gen diziliminin hiicre nesli tarafindan kalitimla
aktanlabilecegi ve ekspres edilebilecegi ve alici hiicrelerin gerekli gelistirme ve fizyolojik

islevlerinin bozulmayacagi sekilde, heterolog gen diziliminin konak hiicreye kararl aktarimini

38



10

15

20

25

30

EP-17390

saglamahdir. Kullanilabilecek teknikler, sinir teskil etmemek kaydiyla, kromozom aktarim
{orn., hiicre flzyonu, kromozom aracili gen aktarirmi, mikro hiicre aracil gen aktarimi),
fiziksel yontemler {(Grn., niikleik asit verme islemi, sferoplast fizyonu, mikroenjeksiyon,
elektroporasyon, lipozom tasiyici), viral vektor aktarimi (6rn., rekombinant DNA virlsleri,
rekombinant RNA virusleri) vb. (Cline, 29 Pharmac Ther. 69-92 (1985) ile aciklandigi gibi)
icerebilir. Kalsiyum fosfat cokeltme ve memeli hiicrelerle poletilen glikol (PEG) uyarimli

bakteriyel protoplast flizyonu da hiicreleri dondstirmek icin kullamlabilir,

Burada aciklanan antikorlarin ve antijen baglayan parcalarin ekspresyonunda
kullarim icin uygun hiicreler tercihen tkaryotik hiicreler, daha tercih edileni, digerleri ile
hirlikte ve sinir teskil etmemek kaydiyla, NSO, CHO, CHOK1, perC.6, Tk-ts13, BHK, HEK293
hlicreleri, COS-7, T98G, CV-1/EBNA, L hiicreleri, C127, 3T3, Hela, NS1, Sp2/0 miyelom
hucreleri ve BHK hiicre dizileri gibi bitki, kemirgen ya da insan kdkenli hiicrelerdir. Ek olarak,
antikorlann ekspresyenu hibridom hicreleri kullanilarak gergeklestirilebilir. Hibridomlar

uretme yontemleri teknikte iyi belirlenmistir.

Burada agiklanan ekspresyon vektérleri ile dontstiiriilen hiicreler, burada aciklanan
antikorlarin ya da antijen baglayan parg¢alarin rekombinant ekspresyon igin segilebilir ya da
taranabilir. Rekombinant pozitif hicreler genisletilir ve yiksek seviyeli ekspresyon, gelismis
biiyime &zellikleri ya da drnegin protein modifikasyonu ya da degistirilmis post-
translasyonel modifikasyonlar nedeniyle istenen biyokimyasal karakteristiklere sahip
proteinler verebilme gibi istenen bir fenotip sergileyen alt klonlar icin taranir. Bu fenotipler
belirli bir alt klonun kalitsal 6zelliklerine ya da mutajeneze bagli olabilir. Mutajenez,
kimyasallar, UV-dalga boyunda sk, radyasyon, virGsler, insersiyonel mutajenler, DNA
uyumsuzluk onariminin énlenmesi ya da bu gibi ydntemlerin bir kombinasyonu kullanilarak

etkilenebilir.

Burada bir drnek icindeki FRa'nin, érnegin, burada acgiklanan bir antikor ya da bunun
antijen baglayan bir parcasi ile temas ettirilmesiyle saptanmasina yonelik yontemler
aciklanmistir. Burada aciklandigi Gizere, drnek idrar, kan, serum, plazma, tikiriik, assitler,
dolasimdaki hiicreler, dolasimdaki tiim&r hiicreleri, dokularla iligkili olmayan hiicreler (6rn.,
serbest hiicreler), dokular (6rn., cerrahi olarak rezeke edilmis timaér dokusu, biyopsiler, ince

igne aspirasyonu), histolojik hazirliklardan vb. tiiretilebilir. Bazi dizeneklerde aciklanan
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yontemler, bir drnek igindeki FRa'nin, 6rnegin, istemlerde agiklanan sekilde, folat reseptor
alfa i¢in spesifik bir antikor ya da bunun antikor pargasi ile temas ettiriimesiyle
belirlenmesini icerir. iki antikorun ya da bunlarin antijen baglayan bir parcasinin kullanildig
dizeneklerde, antikorlardan biri ya da bunun antijen baglayan parcalari istemlerde

tanimlandigi gibidir ve ikinci antikor sunlarin arasindan segilir:

(a) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ile ayni epitopa baglanan bir antikor ya da bunun antijen baglayan hir pargasi;

(b) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ya da bunun antijen baglayan bir parcasi;

(c) Tablo 1'de agiklandigi gibi antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12 ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit
dizilimlerini ve hafif zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini iceren bir antikor ya

da bunun antijen baglayan pargasi;

(d) Tablo 1'de agiklandigi gibi, antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12 ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir degisken ortam segmentini ve hafif zincir

degisken ortam segmentini igeren bir antikor ya da bunun antijen baglayan par¢asi; ya da

{e) katihm numarasi PTA-11887, PTA-11884, PTA-11886 ya da PTA-11885 olan
ATCC ile depolanan hiicre dizilerinden herhangi biri tarafindan dretilen antikorun ya da

bunun antijen baglayan bir pargasinin amino asit dizilimine sahip bir antikor.

Bazi diizeneklerde 6rnek birden fazla burada agiklanan antikorlar ya da antijen
baglayan parcalarin birden fazlasi ile temas ettirilebilir. Ornegin, bir érnek bir birinci antikor
va da bunun antijen baglayan pargasi ile temas ettirilehilir, ve ardindan hir ikinci antikor ya
da bunun antijen baglayan pargasi ile temas ettirilebilir, burada birinci antikor ya da antijen
baglayan pargasi ve ikinci antikor ya da antijen baglayan parca ayni antikor ya da antijen
baglayan parca degildir. Bazi diizeneklerde, birinci antikor ya da bunun antijen baglayan
pargasl, ornege temas etmeden 6nce bir yuzeye, érnegin birgok kuyulu plakaya, yongaya ya
da benzer alt tabakaya eklenebilir. Diger diizeneklerde birinci antikor ya da bunun antijen

baglayan pargasi, 6rnege temas etmeden once herhangi bir seye eklenmeyebilir.

40



10

15

20

25

30

EP-17390

Antikorlarin ya da bunun antijen baglayan parcgalarinin ¢esitli kombinasyonlari, bir érnekteki

FRa'yi saptamak icin kullanilabilir.

Bir dizenekte, 6rnek, 6nce, antikor 26B3'Un (Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir
CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini ve agik zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit
dizilimlerini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir, ve
ardindan ayri olarak antikor 9F3'iin {Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir CDR1, CDR2 ve
CDR3 amino asit dizilimlerini ve hafif CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini iceren bir
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi ile temas ettirilebilir. Bir dlizenekte, drnek,
once Antikor 26B3'lin (Tablo 1'de sunuldugu giki} agir zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit
dizilimlerini ve acik zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini iceren bir antikor ya
da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir, ve ardindan ayn olarak antikor
24F12'nin (Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir COR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini
ve hafif CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini iceren bir antikor ya da bunun antijen
baglayan parcasi ile temas ettirilebilir. Bir dizenekte, érnek, dnce Antikor 26B3'in (Tablo
1'de sunuldugu gibi) agir zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini ve acik zincir
CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini igeren bir antikor ya da bunun antijen baglayan
pargasi ile temas ettirilebilir, ve ardindan ayri olarak antikor 19D4'in {Tablo 1'de sunuldugu
gibi} agir zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini ve hafif CDR1, CDR2 ve CDR3
amino asit dizilimlerini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas

ettirilebilir.

Bir diizenekte drnek once antikor 26B3'Un {Taklo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir
degisken ortam segmenti ve hafif zincir degisken ortam segmenti amino asit dizilimlerini
iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir, ve ardindan
ayri olarak antikor 9F3'lin (Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir degisken ortam segmenti ve
hafif zincir degisken ortam segmenti amino asit dizilimlerini iceren ikinci bir antikor ya da
bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir. Bir diizenekte 6rnek énce antikor
26B3'Uin (Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir degisken ortam segmenti ve hafif zincir
degisken ortam segmenti amino asit dizilimlerini iceren hir antikor ya da bunun antijen
baglayan pargasi ile temas ettirilebilir, ve ardindan ayn olarak antikor 24F12'nin {Tablo 1'de

sunuldugu gibi) agir zincir degisken ortam segmenti ve hafif zincir degisken ortam segmenti
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amino asit dizilimlerini iceren ikinci bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile
temas ettirilebilir. Bir diizenekte drnek dnce antikor 26B3'Un (Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir
zincir degisken ortam segmenti ve hafif zincir degisken ortam segmenti amino asit
dizilimlerini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir, ve
ardindan ayri olarak antikor 19D4'Un (Tablo 1'de sunuldugu gibi) agir zincir degisken ortam
segmenti ve hafif zincir degisken ortam segmenti amino asit dizilimlerini iceren ikinci bir

antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi ile temas ettirilebilir.

Bir diizenekte drnek dnce ATCC katiim numarasi PTA-11885'e sahip bir hiicre dizisi
tarafindan dretilen antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi ile temas ettirilebilir, ve
ardindan ayri olarak ATCC katim numarasi PTA-11884'e sahip hiicre dizisi tarafindan
Uretilen ikinci bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcgasi ile temas ettirilebilir. Bir
diizenekte &rnek dnce ATCC katilim numarasi PTA-11885'e sahip bir hiicre dizisi tarafindan
uretilen antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi ile temas ettirilebilir, ve ardindan
ayri olarak ATCC katilim numarasi PTA-11887'ye sahip hicre dizisi tarafindan uretilen ikinci
bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi ile temas ettirilebilir. Bir diizenekte
ornek once ATCC katihm numarasi PTA-11885'e sahip bir hiicre dizisi tarafindan lretilen
antikor ya da bunun antijen baglayan bir pargasi ile temas ettirilebilir, ve ardindan ayn
olarak ATCC katilim numarasi PTA-11886'ya sahip hiicre dizisi tarafindan (retilen ikinci bir

antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi ile temas ettirilebilir,

Aciklanan antikorlar ve antijen baglayan parcalar saptanabilir sekilde etiketlenebilir.
Baz diizeneklerde etiketlenen antikorlar ve antijen baglayan parcalar, burada agiklanan
yontemler araciligiyla FRa'nin saptanmasini kolaylastirabilir. Bu gibi bircok etiket zaten
teknikte uzman kisilerce bilinmektedir. Ornegin, uygun etiketler, simrlandirici olarak
goérulmemesi kaydiyla radyo etiketleri, fluoresan etiketleri (DyLight® 649 gibi), epitop
etiketleri, biyotin, kromofor etiketleri, ECL etiketleri ya da enzimleri icerir. Daha dzel olarak
aciklanan etiketler rutenyum, 111In-DOTA, 111In- dietilenetriaminepentaasetik asit (DTPA),
yaban turpu peroksidaz, alkalin fosfataz beta-galaktosidaz, poli-histidin (HIS etiketi), akridin
boyalari, siyanin boyalari, fllioron boyalari, oksazin boyalari, fenantridin boyalar, rodamin

boyalari, Alexafluor® boyalari vb. igerir.
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Aciklanan antikarlar ve antijen baglayan parcalari bir érnekteki FRa'yl saptamak igin
¢esitli tayinlerde kullanilabilir. Bazi uygun tayinler arasinda, sinirlandirma olarak
gérilmemek kaydiyla, western blet analizi, radyoimmiinoassay, immunofliorimetri,
immuinopresipitasyon, denge diyalizi, immunodifiizyon, elektrokemiliminesans (ECL)
immunoassay, imminohistokimya, fliioresans ile etkinlestirilen hicre siniflandirma {FACS)

va da ELISA testi yer alir.

Burada agiklanan bazi diizeneklerde, bir denekte FRa-ekspres eden kanser
hiicrelerinin saptanmasi denegin, FRa'ya karsi yénlendirilen bir terapotik madde ile tedavi
edilebilecegini belirlemek igin kullanilabilir. Bazi diizeneklerde, FRa'ya karsi yonlendirilen

terapotik madde Farletuzumab gibi bir antikor olabilir.

Kanser Tani Yontemleri

Burada, bir denekte, epitel kdkenli yumurtahk, g&gus, tiroid, kalin bagirsak,
endometriyal, fallop tipi yva da akciger kanseri tani yontemleri sunulmustur. Bazi
diizeneklerde, yukanda agiklandigi lizere, FRa'nin, histolojik bir drnek, bir ince igne aspirat
ornegi, rezeke timaor dokusu, dolasim hucreleri, dolagimdaki timaor hiicreleri vb. gibi bir
ornek icinde saptanmasi, érnegin alindig1 denekte kanser tanisi yapahilme olanagi sunar.
Bazi diizeneklerde, érnegin alindig1 denekte kanser cldugu zaten bilinmektedir, ancak
denegin yakalandigi kanser tiir( henliz teshis edilmemis olabilir ya da bir 6n tani belirsiz
olabilir, bu yizden denekten alinan hir drnekte FRa'nin saptanmasi kanser tanisini

saglayabilir ya da netlestirebilir.

Bazi dluizeneklerde agiklanan yontemler arasinda, denekten alinan bir érnekte
mevcut FRa miktari saptanarak ve gozlenen FRa miktari ile bir kontrol érneginde yer alan
FRa miktar karsilastinlarak bir denegin FRa ekspres eden bir kansere yakalanip
yakalanmadigini belirlemeyi icerir, burada denekten alinan 6rnekte yer alan FRa miktari ile
kontrol 6rnegindeki FRa miktari arasindaki fark, denegin FRa ekspres eden bir kansere
yakalanip yakalanmadigina dair bir gdstergedir. Bazi diizeneklerde, denekten alinan
ornekteki FRa seviyesi, FRa'ya baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi bir antikor iceren
ornek ile temas ederek degerlendirilir. Benzer yntemler, bir denegin, artan FRa Uretimi ile

iliskilendirilmeyen kansere yakalanip yakalanmadigini belirlemek icin kullanilabilir. FRa
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varhgi acisindan degerlendirilen 6rnek idrar, kan, serum, plazma, takdruk, assitler,
dolagimdaki hiicreler, dolagimdaki tlimér hicreler, dokularla iliskili olmayan hucreler (&rn,
serbest hiicreler), dokular {6rn, cerrahi olarak rezeke edilmis timé&r dokusu, biyopsiler, ince
igne aspirasyonuy}, histolojik hazirliklardan vb. tiiretilebilir. Bazi diizeneklerde denek bir

insandir.

Baz) dizeneklerde FRa-ekspres eden bir kanseri tanilama yontemi sunlar
icerecektir: Bir denegin bir biyolojik 6rnegini bir FRa-spesifik antikor ya da bunun antijen
baglayan parcasi (6rnegin Tablo 1'deki antikorlar ve parcalardan tiiretilenler) ile temas
ettirmek, ornek icinde antikora ya da bunun antijen baglayan parcasina baglanan FRa
miktarini belirlemek, ornekte mevcut FRa miktarini bilinen bir standart ile karsilastirmak; ve
denegin FRa seviyelerinin kanser ile iliskilendirilen FRa seviyeleri dahilinde olup olmadigini
helirlemek. Ek bir diizenekte, tanilama ydntemi, daha sonra kansere 6zel bir tedavinin
verilmesine yonelik bir ek adim igerebilir. Bazi dlizeneklerde, kansere ozel tedavi,

Farletuzumakb gibi FRa ekspres eden kanserlere karsi olabilir.

Baz) dizeneklerde agiklanan yéntemler, denekten alinan bir érnekte mevcut ve hir
hiicre ya da bir doku ile iliskilendirilen FRa miktarini belirleyerek; ve gézlenen FRa miktarin
bir kontrol 6rnegindeki FRa miktan ile karsilastirarak bir denegin FRa-ekspres eden kansere
yakalanip yakalanmadigini belirlemeyi de igerir, burada denekten alinan drnekteki FRa
miktari ile kontrol érnegindeki FRa miktan arasindaki fark, denegin FRa-ekspres eden

kansere yakalanip yakalanmadigina iliskin bir gdstergedir.

Bazi diizeneklerde kontrol 6rnegi FRa-ekspres eden kansere yakalanmamis bir
denekten elde edilebilir. Bazi dizeneklerde, kantrol érnegi FRa-ekspres eden kansere
yakalanmis bir denekten alinabilir. Kontrol drneginin, FRat ekspres eden kanser ile
iliskilendirilmeyen bir denekten alindigi bazi diizeneklerde érnekteki FRa varliginda, kontrol
odrneginden gozlenen miktara bagil bir artis denegin FRa-ekspres eden bir kansere
yakalandigina dair bir gdstergedir. Kontrol érneginin FRa-ekspres eden bir kansere
yakalanmayan denekten alindigi bazi diizeneklerde, test érnegi icinde mevcut FRa
miktarinda, kontrol 6rnegi icin gdzlenen miktara bagil gdzlenen bir azalma ya da benzerlik,
denegin FRua-ekspres eden kansere yakalanmadigina iliskin bir gostergedir. Kontrol 8rneginin

FRa-ekspres eden bir kansere yakalanan denekten alindig) bazi dizeneklerde, test drnegi
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icinde mevcut FRa miktarinda, kontrol drnegi icin gézlenen miktara bagil gézlenen bir
benzerlik, denegin FRa-ekspres eden kansere yakalandigina iliskin bir gdstergedir. Kontrol
orneginin FRa-ekspres eden bir kansere yakalanan denekten alindigi bazi diizeneklerde, test
ornegi icinde mevcut FRa miktarinda, kontrol drnegi icin gdzlenen miktara bagil gézlenen bir

azalma, denegin FRa-ekspres eden kansere yakalanmadigina iliskin bir gostergedir.

Baz) dizeneklerde, denekten alinan érnekteki FRa miktari, FRa'ya baglanan, burada
aciklanan antikorlar gibi bir antikor iceren drnek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varhgi
acisindan degerlendirilen drnek dolasimdaki hiicreler, dolagimdaki tiimér hiicreler, dokularla
iliskili olmayan hicreler (drn, serbest hiicreler}, dokular {6rn, cerrahi olarak rezeke edilmis

timor dokusu, biyopsiler, ince igne aspirasyonu), histolojik hazirliklar olabilir.

Bazi dluizeneklerde agiklanan yontemler, denekten alinan bir 6rnekte mevcut ve bir
hiicre ya da bir doku ile iliskilendiriimeyen FRa miktarini belirleyerek; ve gézlenen FRa
miktarint bir kontrol drnegindeki FRa miktari ile karsilastirarak bir denegin FRa-ekspres eden
kansere yakalanip yakalanmadigini belirlemeyi de icerir, burada denekten alinan drnekteki
FRa miktari ile kontrol drnegindeki FRa miktar arasindaki fark, denegin FRa-ekspres eden
kansere yakalanip yakalanmadigina iliskin bir gbstergedir. Baz) diizeneklerde, denekten
alinan drnekteki FRa miktari, FRa'ya baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi bir antikor
iceren ornek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varligl agisindan degerlendirilen drnek

idrar, kan, serum, plazma, tikirik, assitler, histolojik hazirliklar vb. olabilir.

Aciklanan yontemlerin gesitli diizeneklerinde kanser, FRa-ekspres eden bir kanser
olabilir. Belirli bir dUzenekte FRa-ekspres eden kanser yumurtalik kanseri olabilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser endometrival kanser olabilir. Bazi dizeneklerde FRa-
ekspres eden kanser kolon kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser
g6gus kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser tiroid kanseri olabilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser fallop tipi kanseri olabilir. Baska bir diizenekte,
FRa-ekspres eden kanser, adenokarsinom gibi kuiguik hiicreli olmayan akciger kanseridir.
Alternatif olarak, aciklanan yontemler, skuamoz hiicre karsinomu gibi FRa ekspres etmeyen

kanseri tanimlamak igin kullanilahilir.
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Cesitli yonlerde, FRa miktari, FRa baglayan antikor ya da bunun antijen baglayan
pargasini iceren drnegin temas ettirilmesi ile belirlenir. Bazi diizeneklerde, ornek, FRa
baglayan birden fazla antikor ya da bunun antijen baglayan parcgasi ile temas ettirilebilir. Bazi
duzeneklerde, drnek, FRa'ya 1 ile 3 arasindaki istemlerde agiklandigi gibi baglanan bir birinci
antikora ya da bunun antijen pargasina temas ettirilebilir, ardindan FRa'ya baglanan bir
ikinci antikor ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir. Ikinci antikor sunlar

iceren gruptan segcilir:

(a) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ile ayni epitopa baglanan bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi;

(b) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ya da bunun antijen baglayan bir pargasi;

(c) Tablo 1'de agiklandigi gibi antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12 ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit
dizilimlerini ve hafif zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini igeren bir antikor ya

da bunun antijen baglayan parcasi;

{d) Tablo 1'de agiklandigi gibi, antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12 ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir degisken ortam segmentini ve hafif zincir

degisken ortam segmentini iceren bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi; ya da

(e) katilim numarasi PTA-11887, PTA-11884, PTA-11886 ya da PTA-11885 olan
ATCC ile depolanan hiicre dizilerinden herhangi biri tarafindan (retilen antikorun ya da
bunun antijen baglayan bir pargasinin amino asit dizilimine sahip bir antikor.
Saptama yontemleri agiklayan genel bdlimde, (a}-{e) kapsaminda agiklanan antikorlarin ve
antijen baglayan parcalarin yukarida ayrintili agiklanan cesitli kombinasyonlari, aciklanan
tanilama yontemlerini yGriitmek icin bir "birinci" ve "ikinci" antikor ya da antijen baglayan

parc¢a saglamak amaciyla kullanilabilir.

Belirli dizeneklerde, FRa miktar western blot analizi, radyoimmiinoassay,

immiunofliorimetri, imminopresipitasyon, denge diyalizi, immunodifiizyon,
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elektrokemiluminesans (ECL) immunoassay, immuinohistckimya, flioresans ile etkinlestirilen

hicre siniflandirma (FACS) ya da ELISA assay ile belirlenir.

Aciklanan tanilama yontemlerinin cesitli dizeneklerinde bir kontrol érnegi
kullaniimaktadir. Kontrol érnegi, kullanilan miktar tayininin diizgiin calismasini saglayan bir
pozitif ya da negatif miktar tayini kontroli olabilir; drnegin bu dogadaki bir miktar tayini
kontroli immunohistokimya miktar tayinlerinde yaygin olarak kullanilabilir. Alternatif olarak,
kontrol drnegi, saghkh hir denekte yer alan standartlastinilmis bir FRa kontrol miktari olabilir.
Bazi diizeneklerde, test edilen denegin gozlenen FRa-seviyeleri, FRa-ekspres eden kansere
yvakalandigi bilinen kontrol deneklerinden alinan 6rneklerde gbzlenen FRa seviyeleri ile
karsilastirilabilir. Bazi dizeneklerde, kontrol deneginin FRa-ekspres eden kanseri bir
yumurtalik kanseri, endometryal kanser, kalin bagirsak kanseri, gogiis kanseri, tiroid kanseri,
fallop tlipli kanseri ya da adenokarsinom gibi akciger kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde,
kontrol deneginin, |. evre yumurtalik kanseri, endometryal kanser, kalin bagirsak kanseri,
go6gls kanseri, tiroid kanseri, fallop tipU kanseri ya da akciger kanseri (6rn, adenokarsinom)
gibi erken evre FRa-ekspres eden kanseri oldugu bilinmektedir. Bazi diizeneklerde, kontrol
deneginin, Il. evre yumurtalik kanseri, endometryal kanser, kalin bagirsak kanseri, gogus
kanseri, tiroid kanseri, fallop tiipi kanseri ya da akciger kanseri (8rn, adenokarsinom) gibi
ara evre FRa-ekspres eden kanseri oldugu bilinmektedir. Bazi diizeneklerde, kontrol
deneginin, lll. evre ya da IV. evre yumurtalik kanseri, endometryal kanser, kalin bagirsak
kanseri, gogls kanseri, tiroid kanseri, fallop tlpi kanseri ya da akciger kanseri {6rn,

adenokarsinom} gibi gec evre FRa-ekspres eden kanseri oldugu bilinmektedir.

Burada agiklanan tanilama yéntemleri ayrica, bir denegin tanidan sonraki 5 yilda
hayatta kalma olasiliginin gérece daha yiiksek ya da diisiik olup olmadigini 6n gérmeyi
olanakli kilabilecek bir temel sunar. Bazi diizeneklerde, agiklanan yontem, adenokarsinomu
olan bir denek icin olumlu bir sonug dn gérmek icin kullanilabilir, burada olumlu bir sonug 5
yillik yliksek bir hayatta kalma orani olarak tanimlanir. Burada sunulan verilerin gosterdigi
Uzere, FRa ekspres etmeyen |. evre ya da Il. evre adenokarsinomu oldugu belirlenen
deneklerin bes yil icinde dlme olasiligl, FRa ekspres eden |. evre ya da lll. evre
adenokarsinomu oldugu belirlenen deneklere gére daha yiksektir. Buna gore, burada

actklanan tanilama yontemleri bu bilgi ile birlestirilerek, kanserli oldugu belirlenen denekler
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icin 5 yilhk hayatta kalma olasiliginin belirlenmesine yonelik bir yontem saglanabilir. Bazi
dizeneklerde, yontem adenokarsinomu oldugu belirlenen denekler igin 5 yillik hayatta

kalma olasiliginin én goriilmesi amaciyla kullanihr.

Bazi diizeneklerde agiklanan prognostik yontem sunlari icerecektir: bir denegin bir
biyolojik 6rnegini FRa-spesifik bir antikora ya da bunun antijen baglayan pargasina (Tablo
1'de verilen antikorlar ve parcalarindan tiretilenler gibi) temas ettirmek, 6rnekte mevcut,
antikora ya da bunun antijen haglayan par¢asina baglanan FRa miktarini belirlemek, drnekte
mevcut FRa miktarini bilinen bir standart ile karsilastirmak; ve denegin FRa seviyelerinin FRa
ekspres eden hir kansere isaret edip etmedigini belirlemek, boylece kanser tanisi
koyulduktan sonra denegin bes yil hayatta kalma olasiligini tahmin etmek icin bir yol
sunmak. Bazi dizeneklerde denegin adenokarsinomu cldugu bilinmektedir ya da

belirlenmistir. Bazi diizeneklerde denek bir insandir.

Kanser Takip Yontemleri

Burada, bir denekte epitelyal kokenli kanseri izlemeye ydnelik ydontemler
sunulmustur. Bazi diuzeneklerde agiklanan yontemler arasinda, denekten alinan test
orneginde mevcut FRa miktarini belirleyerek; ve gézlenen FRa miktanni denekten daha 6nce
alinan bir érnekteki FRa miktari ile karsilastirarak FRa-ekspres eden kanserin ilerlemesini,
gerilemesini ya da stabil kalmasini degerlendirme de yer alir, burada test 6rnegi ile daha
onceki drnegin FRa miktari arasindaki fark kanserin ilerlemesi, gerilemesi ya da stabil
kalmasina iliskin bir gostergedir. Bu agidan, énceki érnek icin gdzlenen miktara gore yiksek
FRa miktarina sahip bir test drnegi FRa-ekspres eden bir kanser igin bir ilerleme gostergesi
olabilir. Tersine, 6nceki drnek icin gbzlenen miktara gére diisik FRa miktarina sahip bir test
ornegi FRa-ekspres eden bir kanser igin bir gerileme gostergesi olabilir. Bu dogrultuda,
onceki drnek icin gdzlenen miktara test dérnegindeki FRa miktari arasindaki énemsiz bir fark,
FRa-ekspres eden bir kanser igin bir stabil durum gostergesi olabilir. Bazi diizeneklerde,
denekten alinan bir érnekteki FRa miktari, FRa'ya baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi
bir antikor iceren érnek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varhigi acisindan
degerlendirilen érnek idrar, kan, serum, plazma, tiikirik, assitler, dolasimdaki hiicreler,

dolasimdaki timor hiicreleri, dokularla iliskili olmayan hicreler {(6rn., serbest hiicreler),
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dokular (6rn., cerrahi olarak rezeke edilmis tiimor dokusu, biyopsiler, ince igne aspirasyonu),

histolojik hazirhklardan vb. tiretilebilir. Bazi dlizeneklerde denek bir insandir.

Baz) dizeneklerde FRa-ekspres eden bir kanseri takip yontemi sunlari icerecektir: Bir
denegin bir biyolojik drnegini bir FRa-spesifik antikor ya da bunun antijen haglayan pargasi
(ornegin Tablo 1'deki antikorlar ve parcalardan tiretilenler) ile temas ettirmek, érnek iginde
antikora ya da bunun antijen baglayan par¢asina baglanan FRa miktarini belirlemek, drnekte
mevcut FRa miktarini ayni denekten saha énceki bir zamanda asinan drnekteki miktarla
karsilastirmak; ve denegin FRa seviyelerinin zaman iginde degisip degismedigini belirlemek.
Onceki drnek icin gdzlenen miktara gore yuksek FRa miktarina sahip bir test érnegi FRa-
ekspres eden bir kanser icin bir ilerleme gostergesi olabilir. Tersine, dnceki drnek igin
gozlenen miktara gére dusiuk FRa miktarina sahip bir test érnegi FRa-ekspres eden bir
kanser icin bir gerileme gostergesi olabilir. Bu dogrultuda, 6nceki érnek igin gdzlenen
miktara test érnegindeki FRa miktar arasindaki 6nemsiz bir fark, FRa-ekspres eden bir
kanser igin bir stabil durum gostergesi olabilir. Bazi diizeneklerde, érnegin FRa seviyeleri, tek
basina ya da daha dnce degerlendirilen bir drnekte gbzlenen FRa seviyeleri ile birlikte bilinen
bir standartla karsilastinlabilir. Bazi diizeneklerde hilinen standart, bilinen bir
konsantrasyondaki at (6rn., rekombinant ya da saflastirilmig bir FRa protein érnegi) FRa
proteini olabilir. Ek bir diizenekte, tanilama y&ntemi, daha sonra kansere 6zel bir tedavinin
verilmesine yonelik bir ek adim icerebhilir. Bazi diizeneklerde, kansere 6zel tedavi,

Farletuzumab gibi FRa ekspres eden kanserlere karsi olabilir.

Baz) dizeneklerde agiklanan yéntemler arasinda, denekten alinan test érneginde
mevcut, bir hiicre ya da doku ile iliskilendirilen FRa miktarini belirleyerek; ve gozlenen FRa
miktarini denekten daha once benzer sekilde alinan bir érnekteki FRa miktari ile
karsilastirarak FRa-ekspres eden kanserin ilerlemesini, gerilemesini ya da stabil kalmasin
degerlendirme de yer alir, burada test drnegi ile daha 6nceki 6rnegin FRa miktari arasindaki
fark kanserin ilerlemesi, gerilemesi ya da stabil kalmasina iliskin bir gdstergedir. Bu agidan,
onceki drnek igin gdzlenen miktara gore yiiksek FRa miktarina sahip bir test 6rnegi FRa-
ekspres eden bir kanser icin bir ilerleme gostergesi olabilir. Tersine, dnceki drnek icin
gozlenen miktara gére diisiik FRa miktarina sahip bir test 6rnegi FRa-ekspres eden bir

kanser icin bir gerileme gostergesi olabilir. Bu dogrultuda, 6nceki érnek icin gézlenen
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miktara test 6rnegindeki FRa miktari arasindaki 6nemsiz bir fark, FRa-ekspres eden bir
kanser igin bir stabil durum gdéstergesi olabilir. Bazi diizeneklerde, denekten alinan bir
ornekteki FRa miktari, FRa'ya baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi bir antikor iceren
ornek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varligi agisindan degerlendirilen ornek
dolasimdaki hiicreler, dolasimdaki tim&r hiicreler, dokularla iliskili olmayan hicreler {6rn,
serbest hiicreler), dokular {6rn, cerrahi olarak rezeke edilmis timé&r dokusu, biyopsiler, ince

igne aspirasyonuy}, histolojik hazirhklar olabilir.

Bazi dlizeneklerde agiklanan yontemler arasinda, denekten alinan test érneginde
mevcut, bir hiicre ya da doku ile iliskilendirilmeyen FRa miktarnni belirleyerek; ve gbzlenen
FRa miktarini denekten daha dnce benzer sekilde alinan bir drnekteki FRa miktari ile
karsilagtirarak FRa-ekspres eden kanserin ilerlemesini, gerilemesini ya da stabil kalmasinm
degerlendirme de yer alir, burada test 6rnegi ile daha 6nceki érnegin FRa miktari arasindaki
fark kanserin ilerlemesi, gerilemesi ya da stabil kalmasina iligkin bir gdstergedir. Bu agidan,
onceki ornek igin gdzlenen miktara gore yuksek FRa miktarina sahip bir test drnegi FRa-
ekspres eden bir kanser igin bir ilerleme gdstergesi olabilir. Tersine, onceki drnek igin
gozlenen miktara gore disik FRa miktarina sahip bir test érnegi FRa-ekspres eden bir
kanser icin bir gerileme goéstergesi olabilir. Bu dogrultuda, dnceki érnek igin gdzlenen
miktara test érnegindeki FRa miktari arasindaki dnemsiz bir fark, FRa-ekspres eden bir
kanser icin bir stabil durum gdstergesi olabilir. Bazi dizeneklerde, denekten alinan bir
ornekteki FRo miktari, FRa'ya baglanan, burada agiklanan antikorlar gibi bir antikor iceren
ornek ile temas ederek degerlendirilir. FRa varligi agisindan degerlendirilen &rnek idrar, kan,

serum, plazma, tlkiirik, assitler, histolojik hazirhklar vb. olabilir.

Aciklanan yontemlerin cesitli diizeneklerinde kanser, FRa-ekspres eden bir kanser
olabilir. Belirli bir diizenekte FRa-ekspres eden kanser yumurtalik kanseri olabilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser endometriyal kanser olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-
ekspres eden kanser kolon kanseri olahilir. Bazi diizeneklerde FRo-ekspres eden kanser
g6gus kanseri olabilir. Bazi diizeneklerde FRa-ekspres eden kanser tiroid kanseri olabilir. Bazi
duzeneklerde FRa-ekspres eden kanser fallop tlpi kanseri olabilir. Baska bir diizenekte,

FRa-ekspres eden kanser, adenokarsinom gibi kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseridir.
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Cesitli yonlerde, FRa miktari, FRa baglayan antikor ya da bunun antijen baglayan
pargasini iceren drnegin temas ettirilmesi ile belirlenir. Bazi diizeneklerde, érnek, FRa
baglayan birden fazla antikor ya da bunun antijen baglayan parcgasi ile temas ettirilebilir. Bazi
duzeneklerde, drnek, 1 - 3 arasindaki istemlerde tanimlanan FRa'ya baglanan bir birinci
antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi ve ardindan FRa'ya baglanan bir ikinci antikor
ya da bunun antijen baglayan parcasi ile temas ettirilebilir. ikinci antikor sunlar arasindan

secilebilir:

(a) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ile ayni epitopa baglanan bir antikor ya da bunun antijen baglayan bir parcasi;

(b) antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12, ya da antikor 26B3 arasindan

herhangi biri ya da bunun antijen baglayan bir pargasi;

(c) Tablo 1'de agiklandigi gibi antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12 ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit
dizilimlerini ve hafif zincir CDR1, CDR2 ve CDR3 amino asit dizilimlerini iceren bir antikor ya

da bunun antijen baglayan parcasi;

{d)  Tablo 1'de agiklandigi gibi, antikor 9F3, antikor 19D4, antikor 24F12 ya da
antikor 26B3 arasindan herhangi birinin agir zincir degisken ortam segmentini ve hafif zincir

degisken ortam segmentini igeren bir antikor ya da bunun antijen baglayan pargasi; ya da

(e) katilim numarasi PTA-11887, PTA-11884, PTA-11886 ya da PTA-11885 olan
ATCC ile depolanan hiicre dizilerinden herhangi biri tarafindan (retilen antikorun ya da
bunun antijen baglayan bir pargasinin amino asit dizilimine sahip bir antikor.
Saptama yontemleri agiklayan genel bolimde, {a)-(e) kapsaminda agiklanan antikorlarin ve
antijen baglayan parcalarin yukarida ayrintili agiklanan cesitli kombinasyonlari, aciklanan
takip yéntemlerini yiritmek icin bir "birinci" ve "ikinci" antikor ya da antijen baglayan parca

saglamak amaciyla kullanilahilir.

Belirli dizeneklerde, FRa miktar western blot analizi, radyoimmiinoassay,

immiunofliorimetri, imminopresipitasyon, denge diyalizi, immunodifiizyon,
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elektrokemiliminesans (ECL) immunoassay, immunohistokimya, fliioresans ile etkinlestirilen

hicre siniflandirma (FACS) ya da ELISA assay ile belirlenir.

Ozetlenen konunun ek yonleri ayrintili agiklamada, verilen érneklerde ve

iliskilendirilen sekillerde daha fazla ayrinti ile verilmistir.

FRo Saptama Kitleri

Burada, istem 29'da tanimlanan sekilde, bir drnekte mevcut FRa'yl saptamaya

yonelik kitler verilmistir.

Verilen antikor ya da antijen baglayan parg¢a ¢ozelti iginde; liyofilize; bir stibstraya,

tasiyiclya va da plakaya eklenmis sekilde; ya da saptanabilir bir etikete konjlige olabilir.

Aciklana kitler ayrica burada aciklanan yontemleri gergeklestirme igin kullanish
bilesenler de icerebilir. Ornek vermek gerekirse, kitler bir denekten bir drnek alma yollarin,
bir kontrol 6rnegini, 6rn. yavas ilerleyen kanseri olan ve/veya kanser olmayan bir denekten
bir 6rnegi, bir ya da daha fazla érnek bélmesini, ve/veya bulusun bir ydnteminin nasil
gerceklestirilecegini agiklayan talimat materyalini ve dokuya 6zel kontrolleri/standartlari

icerebilir.

FRa seviyesini belirleme yollari ayrica, drnegin, FRa seviyesini belirlemeye yonelik bir
testte kullanilacak tamponlan ya da diger reaktifleri de icerir. Talimatlar, Grnegin, testin
yapilmasina yonelik yazdinlms talimatlar ve/veya FRa ekspresyonunu degerlendirmeye

yonelik talimatlar olabilir.

Aciklanan kitler ayrica bir denekten bir Grnegi izole etme yollarini da icerebilir. Bu
yollar, bir denekten sivi ya da doku elde etmek i¢in kullanilabilecek bir ya da daha fazla
ekipman bilesenini ya da reaktifi icerebilir. Bir denekten bir érnek almaya yoénelik yollar
ayrica serum gibi kan bilesenlerini bir kan drneginde izole etme yollarini da icerebilir.

Tercihen, kit bir insan denekte kullanim igin tasarlanmstir.
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Aciklanan kitler ayrica bir birincil ya da ikincil antikorun spesifik olmayan
baglanmasini azaltmak igin bir drnege uygulanabilecek blokaj reaktifini de igerebilir. Bir
blokaj reaktifine bir 6rnek, kullanmadan &nce bir tampon icinde seyreltilebilen sigir serum
albumindir (BSA). Diger ticari olarak satin alinabilir blokaj reaktifleri, rnegin Block Ace and
ELISA Synblock {(AbD serotec), Background Punisher (BIOCARE MEDICAL) ve StartingBlock
(Thermo Fisher Scientific) teknikte bilinmektedir. Aciklanan Kitler ayrica antikor tabanli
saptama testlerinde pozitif sonug vermek igin FRa'ya yeterince baglanmayan bir negatif
kontrol birincil antikoru icerebilir. Ek olarak, agiklanan kitler antikor 9F3, antikor 19D4,
antikor 24F12 ya da antikor 26B3 gibi bir FRa birinci antikora baglanabilen bir ikincil antikoru
icerebilir. Bazi duzeneklerde ikincil antikor, bir drnege baglanan birincil antikoru saptamak
icin yaban turpu peroksidaz {HRP) ya da bir flucrofor gibi saptanabilir bir etikete konjige
olabilir. Agiklanan kitler ayrica baglana bir ikincil antikorun bir 6rnek iginde saptanmasini
saglayan bir kolorimetrik ya da kemiliminesan stbstrat icerebilir. Bazi dizeneklerde
kolorimetrik ya da kemilumenesan stibstrat 2,2'-azino-bis{3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik
asit) (ABTS); 3,3’ ,5,5'-Tetrametilbenzidin (TMB); 3,3-Diaminobenzidin (DAB); SuperSignal
(Thermo Fisher Scientific); ECL reaktifi {Thermo Fisher Scientific) ya da teknikte uzman

kisilerin bildigi diger bu gibi reaktifler olabilir.

Asagidaki drnekler agiklama éncesinde tamamlayici alarak verilmistir ve burada
aciklanan konunun daha iyi anlasilmasi igindir. Bu érnekler agiklanan konu igin sinirlayici

olarak gorulmemelidir.

Mevcut bulus istemler ile tanimlanmuistir. istemlerin kapsami disinda kalan tiim 6rnekler

yalnizca referans olarak verilmistir ve bulusun bir pargasi degildir.
ORNEK 1 - Rekombinant insan FRa'nin Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

Burada aciklanan ¢alismalarla iliskili deneyleri ylritmek igin, birkac folat reseptor
alfa (FRa}-ekspres eden hiicre sistemi ya da dizisi olusturularak FRa-ekspres eden hiicre
siibstratlan ya da saflastinlmis rekombinant insan FRa proteini Gretilmistir. Bir ekspresyon
sistemi, baculovirus araciligiyla rekombinant insan FRat ekspres eden bir Sf9 bocek
hucresidir. Bu sistem bocek hiicresi ekspresyonu icin optimize edilmis bir 6ncil dizilim, bir N-

terminal 6x histidin {6xhis) epitop etiketi ve intakt bir yerlesik GPI ekleme alani iceren bir

53



10

15

20

25

30

EP-17390

insan FRa dizilimi kullamlarak hazirlanmistir. Hicreler daha sonra 1L'lik bir ¢calkalama
sisesinde inkibe edilmis ve 5f9 bécek hicrelerinin log-faz kuilturlerine, birden fazla <1 (MOCI)
engeksiyonu ile rekombinant baculovirus bulastinlmistir, Hicreler 30L'lik kiiltirden hasat
edilmis, ¢ozlinmis ve 10 mM 3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonio]-l-propansilfonat
(CHAPS) iceren 1X fosfat-tamponlu tuzlu su (PBS) ile 2x ekstrakt edilmisti. NaCl
konsantrasyonu 300 mM'ye ayarlanmis ve 0,2 um'lik bir membran ile filtre edilmistir.
Antilan supernatant ¢cekim kromatografisi ile, tampon olarak 2M NaCl, 1 mM CHAPS, pH 7,4
iceren 1X PBS kullanilarak saflastrilmis, ardindan 10 mM 3-{N-morfolino}propansilfonik asit
{(MOPS), 3M MgCl2, 1 mM CHAPS, pH 6,8 ile eliie edilmistir. Pik kisimlari 1X PBS, pH 7,4 ile
kapsamli sekilde diyalize edilmis, SDS-PAGE ile safligi analiz edilmis, bisinkoninik asit miktar
tayini (BCA) testi ile miktan belirlenmis, sivi bélintd haline getirilmis ve -80 Celsius derece

saklanmigstir.

Stabil olarak insan FRa ekspres eden ve salgilayan bir Cin hamster yumurtaligl (CHO)
hicre dizisi bir insan immunoglobulin kappa éncil dizilimi ve GPI ek yerini degistiren bir C-
terminal 6xhis epitop etiketi iceren bir insan folat reseptor alfa (FRa) dizilimi kullanilarak
uretilmistir. Uretim tamamlandiginda, FRa-ekspres eden CHO hiicreleri 25L-dlcekli
mikrodalga torhalarinda blyitialmustir. Salgilanan FRa proteinini saflastirmak igin, hiicre
siipernatanti derin filtreleme ile hiicre tortularindan temizlenmis ve ardindan teget akis
filtrasyonu ile 10 kat konsantre edilerek 50 mM sodyum fosfat, 300 mM NaCl, 1 mM
imidazoel, pH 8,0 igine diafiltre edilmistir. Bu, 6nceden paketlenmis bir Talon® IMAC
kolonuna bir FPLC kullanilarak yldklenmistir. Baglanmayan materyal 50 mM sodyum fosfat,
300 mM NacCl, 5 mM imidazol, pH 8,0 kullanilarak yikanmis ve baglanan protein, bir 5 mM -
100 mM imidazol lineer gradyani kullanilarak 50 mM sodyum fosfat, 300 mM NaCl, pH 8,0
icinde eliie edilmistir. Pik kisimlari 1X PBS, pH 7,4 ile kapsamli sekilde diyalize edilmis, SDS-
PAGE ile safligi analiz edilmis, BCA testi ile miktari belirlenmis, sivi béliintl haline getirilmis

ve -80 Celsius derece saklanmistir.

Ayrica insan folat reseptor beta (FRB), insan folat reseptor gamma (FRy) ve insan
folat reseptdr delta (FR8) icin benzer bir hiicre sistemi de Uretilmistir. Ozetle, 293F
hiicrelerinin 1L'lik kiiltOrlerini kisa slreli vermek i¢in bir insan immunoglobilin kappa dncil

dizilimi ve GPI ek yerini degistiren bir C-terminal 6xhis epitop etiketi iceren FRB, FRy ya da
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FRS yapilar kullanilmistir. Rekombinant FR proteinleri insan FRa igin yukarida agiklanan

sekilde saflastinlmistir.

Ayrica, bir insan immiinoglobilin kappa &ncil dizilimi ve GPI ek yerini degistiren bir
C-terminal 6xhis epitop etiketi iceren bir insan mezotelin dizilimini stabil olarak ekspres eden
ve salgilayan bir Cin hamster yumurtalik {CHO) hiicre dizisi de hazirlanmistir, zira mezotelin
bircok calismada bir negatif kontrol olarak kullanilmistir. insan mezotelin-ekspres eden CHO
hiicreleri 25L dlgekli mikrodalga firin torbalannda blyGtidimistir. Salgilanan mezotelin
proteinini saflastirmak icin, hiicre stipernatanti cluklu fiber filtreleme ile tortulardan
temizlenmis ve saflastinlmis siipernatant teget akis filtrasyonu ile 10 kat kensantre
edilmistir. Stpernatant NaCl konsantrasyonu 300 mM'ye NaCl ve 0,5 mm imidiazole
ayarlanmistir. Bu, énceden paketlenmis bir Talon® IMAC kolonuna bir FPLC kullanilarak
yiklenmistir. Baglanmayan materyal 50 mM sodyum fosfat, 300 mM NacCl, 3 mM imidazol,
pH 8,0 kullanilarak yikanmis ve baglanan protein, 50 mM sodyum fosfat, 300 mM NaCl, 150
mM imidiazol, pH 8,0 kullanilarak eliie edilmistir. Pik kisimlar1 50 mM potasyum fosfat, pH
7,5 ile kapsaml bir sekilde dialize edilmistir. 1M'lik nihai konsantrasyona amonyum siilfat
eklenmis ve nihai saflastirma, 1M - OM amonyum silfatin kademeli bir gradyani kullanilarak
50 mM potasyum silfat, pH 7,5 icinde, dnceden paketlenmis bir fenil sefaroz kolenu
tzerinde yapilmistir. Pik kisimlari 1X PBS, pH 7,4 ile kapsamli sekilde diyalize edilmis, SDS-
PAGE ile safligi analiz edilmis, BCA testi ile miktari belirlenmis, sivi béliintl haline getirilmis

ve -80 Celsius derece saklanmistir.
ORNEK 2 - Saflastinlmis, indirgenmis Alkillestirilmis FRo Uretimi

indirgenmis ve alkillestirilmis bir antijenik FRa formu {retilmeye ¢alisilmistir. Proteini
indirgemek igin saflastiriimis FRo, fosfat tamponlu tuzlu suda (pH 7,4), santrif0jlu filtreler
{(Amicon Ultra, 3 kD MW limit) kullanilarak 2 mg/mL'ye konsantre edilmistir. Protein
konsantrasyonu bir BCA testi (Thermao Scientific) kullamlarak belirlenmistir. Ortaya ¢ikan
FRa, 4M Ure iceren PBS icinde 1 mg/mL'lik bir nihai FRa konsantrasyonu Uretmek icin 8M
ure/ PBS iginde 1:1 oraninda seyreltilmistir. 10 mM'lik bir nihai konsantrasyon icin
ditiyotretol ¢ozeltisi (PBS iginde 500 mM) eklenmistir. Cozelti 65 Celsius derecede bir saat

inkiibe edilmis ve da sicakhigina sogutulmustur.
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Ardindan fosfat tamponlu tuzlu su iginde 1M iyot asetamid ¢ozeltisi eklenmis
indirgenmis folat reseptdr ¢ézeltisine eklenerek 10 mM'lik nihai konsantrasyon elde edilmis
ve reaksiyon 30 dakika hoyunca karanlikta ve oda sicakliginda tutulmustur. Protein, bu
kosullar altinda ¢éziinebilir kalmistir. immunizasyon igin kullanilacak nihai indirgenmis FRa
4M tire, 10 mM DTT ve 10 mM iyot asetamid iceren fosfat tamponlu tuzlu su iginde

saklanmigtir.

Sekil 1'de yerlesik FRa proteininin ve indirgen olmayan kosullar altinda SDS-PAGE ile
analiz edilen proteinin indirgenmis ve alkillestirilmis bir formunun diferansiyel gecisi

gosterilmektedir.
ORNEK 3 - FRa kullanilarak hibridomlarin tretimi

Sekiz haftalik disi Balb/c farelerine heksa-histidin etiketli FRa proteini (n=5) ya da
indirgenmis ve alkillestirilmis FRa proteini {n=5) ile bagisikhk kazandiriimistir. Tam Freund
destekleyicisi (Rockland, Cat#f D614-0050) ile 1:1 (h:h) oraninda kanstiriimis 50ug ilgili
imminojen iceren ilk intraperitoneal immunizasyon 0. giin verilmistir. Fareler daha sonra,
tam clmayan Freund destekleyicisi (Rockland, Cat# D615-0050) ile 1:1 (h:h) oraninda
karistinlan ve 14 giin sonra ve ardindan her 21 glinde intraperitoneal olarak verilen 50pg
imminojen ile gli¢lendirilmistir. Bagisikhk kazandirilmis farelerden ilk imminizasyondan 24

glin sonra ve ardindan her 21 ginde kan érnekleri alinmustir,

Alinan kan 6rnekleri dogrudan enzim baglantil immiincassay {EIA) ile FRa'ya gore
analiz edilmistir. Plakalar FRa proteini (100ml PBS iginde 1 mg/mL ¢ozelti, 0,02 M potasyum
fosfat, 0,15 M Sodyum Kloriir, pH 7,2) ile kaplanmis ve gece boyunca 4°C'de inkiibe edilmis,
40,2 Tween®-20 (PBST; Rockland, Cat# MB-075-1000} iceren PBS ile yikanmis ve %3 balik jeli
(Sigma) ile oda sicakliginda 1 saat bloke edilmistir. Ayri fare serum drneklerinin 3 kat
diltisyon serisinin oda sicakliginda 1 saat boyunca baglanmasina izin verilmis, plakalar 3 kez
PBST ile yikanmis ve ardindan bir HRP-konjlige tavsan-anti-fare antikoru (Rockland, Cat#610-
4320) ile 1:2500 oraninda 30 dakika boyunca 37°C'de problanmistir. TMB siibstrati
(Rockland, Cat# TMBE-100) eklenmis ve reaksiyon 30 dakika sonra, 450nm'de absorbans

okumasi (Microplate Reader "Benchmark"; Biorad) alinmadan énce 100mL 1M HC1
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eklenerek durdurulmustur. Tim &rnekler, negatif kontrol olarak heksa-histidin etiketli

rekombinant mezotelin {mezotelin-His6) proteini i¢in saya¢ taramasina alinmistir.

Farelerden en ylksek antijen-spesifik titreleri gosteren dalaklar alinmis ve
elektrofiizyen yoluyla {Hybrimune™ Model CEEF-50B Waveform Generator; Cellectis,
Romainville, FRance) Sp2/0 Agl4 miyelom hiicreleri (ATTC CRL1581) iceren splenositlerin
hibridomlari hazirlanmistir. Adindan, hibridom siipernatantlari, pozitif parental flizyon hiicre
dizisini se¢mek icin yukarida agiklanan sekilde ELISA testi ile FRa ve rekombinant Mezotelin-

His i¢in taranmstir.

rekombinant insan FRa'ya (rhFRa) reaktif antikorlar irettigi belirlenen secilen
parental hiicre dizileri daha sonra sinirli seyreltme ile alt klonlanmistir. Bu hiicreler
tarafindan uretilen antikorlar daha sonra FRa bagi icin yeniden test edilmis ve Clonetyping™
Sistemi {SouthernBiotech, Birmingham, AL) kullanilarak izotip islemine alinmistir. Bu
klonlardan gelen siipernatantlar, dogrudan ELISA ile {i¢ ek insan folat reseptér izoformu
(FRB, FRy ve FR&) igin yeniden taranarak reseptdr 6zgunlGga belirlenmistir. Plakalar gece
boyunca 100uL'lik 1 ug/mLilgili FRa izoformu ¢ozeltisi ile 4°C'de inkiibe edilmis, %0,2
Tween®-20 (Rockland, Cat# MB-075-1000) iceren PBS ile yikanmis ve %3 balik jeli (Sigma) ile
bloke edilmistir. Kiiltlr slipernatantlarinin 3 katl bir diliisyon serisinin, yukarida aciklandig
gibi plakalar yikanmadan ve bir HRP-konjuge anti-fare antikoru ile problanmadan dnce 1
saat boyunca oda sicakliginda baglanmasina izin verilmistir. FRB, FRy ve FR&'ya reaktif

antikorlar tireten klonlar analizin devami icin secilmemistir.

Dort se¢ilmis hibridom klonu, 19D4.B7, 26B3.F2, 24F12.B1 ve 9F3.H9.H3.H3.B5.G2,
American Type Culture Collection ile ve sirasiyla ATCC katihm numaralari PTA-11884, PTA-
11885, PTA-11886 ve PTA-11887 ile 19 May 2011'de depolanmustir.

ORNEK 4 - FRa'ya Saflastinlmis Monoklonal Antikor Uretimi

Secilen hiicre dizileri, 0,5x105 hlicre/mL oraninda serumsuz ortam {Invitrogen,
Cat#12045-076) ve %5 disik 1gG FBS (0,1 pg/ml) {Gibco, Cat# 16250-078) iceren 1L'lik

silindir siselere tchumlanmadan énce bir mikoplazma test kiti {Rockland, Cat# MAB-012)
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kullanilarak mikoplazma icin test edilmistir. Kultirlerin 37°C'de 14 ya da 21 giin boyunca
blylmelerine izin verilmis, ardindan supernatant alinmis ve 50kDa’lik bir filtrasyon
membrani (Spectrum Labs, Rancho Dominguez CA} icinde yaklasik 10 kat konsantre edilmis
ve ardindan protein A kromatografisi {Rockland, Cat# PA50-00-0025) kullanilarak
saflastinlmistir. Baglanan antikor, antikor izotipine gore 0,1M sodyum sitrat, pH 3,5/4,5 ile
eliie edilmis, ve tampon 12-14kDa'lik membranl bir tlp (Spectrum Labs, Rancho Dominguez
CA) kullanilarak diyaliz yoluyla PBS'ye karsi degistirilmistir. Saflastinlmis antikor 0,22 pm
Express™PLUS Stericups (Millipore, Billerica MA) kullanilarak steril filtre edilmis ve diger

testler icin 4°C'de saklanmistir.

Segilen dort hibridom klonunun (9F3-H9, 19D4-B7,24F12-B1 ve 26B3-F2} agir ve hafif
zincirleri dizilmeye caligilmistir. Once, toplam RNA, RNAqueous® kiti (Ambion) Greticinin
talimatlan dogrultusunda kullanilarak her bir hibridom hiicre dizisinden {hicre pelletleri, her
hiicrede 1 x 103 ila 1 x 105) izole edilmistir. RNA, bir NanoDrop™ 8000 spektrofotometre

(Thermo Scientific) kullanilarak élgilmastar.

izole RNA daha sonra, bir Mastercycler® EP Gradyan Termal Sayklir (Eppendorf) ile
her hibridom igin ticlii yapilan ¢cok katmanli RT-PCR ile biiyittlmstiir. Once, Ig yeniden
dizenleme sirasinda hangi Ig agir ve hafif zincir genlerinin kullanildigini belirlemek igin her
bir hibridom igin iki ayn gen-spesifik cDNA biyilitmesi gergeklestirilmistir (< halka
RNA/reaksiyon). Her bir kokteyl, potansiyel murin Ig V gen ailelerinden (IgHv, IgKv) ve Ig
sabit bélge genlerinden {IgHcGamma, IgKc) herhangi birine tutunan, essiz ve aileye 6zel
primerlerden olusmaktadir. cDNA lretme ve biliyitme islemi, agagidaki kosullar altinda
Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen) ile Superscript® 11l Tek Adimli RT-PCR Sistemi
kullanilarak yapilmigtir: 55°C'de 30 dakika ve 95°C'de 2 dakika, ardindan 95°C'de 1 dakika,
55°C'de 1 dakika, 68°C'de 1 dakikalik 40 déngii ve son olarak 68°C'de 10 dakikalik
tamamlama adimi. DNA urlinlerine %2'lik bir agaroz jeli Gzerinde elektroforez uygulanmistir.
Uygun bantlar kesilmis ve jel, Gretici protokoll dogrultusunda QlAquick® Jel Ekstraksiyon Kiti
(Qiagen) kullanilarak saflastiriimistir. Saflastiriimis DNA, her bir hibridomla ifade edilen germ
hatti gen segmentlerinin belirlenmesi igin dizilime (GENEWIZ, Inc., South Plainfield, NJ)

génderilmistir.
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Ayrica daha sonra her bir hibridom igin tanimlanan ozel genlere uygun RT-PCR
analizi, yukaridaki ile ayni RNA kaynagi ve gen-spesifik primerler (¢cok katmanh RT-PCR
karisimindaki aileye 6zel primerlerin tersine) kullanilarak yapilmistir. Klonlamayi
kolaylagtirmak igin blyutilmus Ig cDNA'lan bir In-Fusion {IF) ekspresyon vektorune
verlestirilmistir, her bir gen-spesifik primer ayrica homolog képriyi saglayabilecek vektor
uyumlu baglayici dizilimleri igermektedir. Diger tiim reaktifler ve termal sayklir kosullari,

yukanda agiklanan ¢ok katmanli RT-PCR deneyleri icin kullanilanlarla aynidir.

ORNEK 5: FRa'ya Baglanan Antikorun Karakterizasyonu

Saflastirilmig monokonal antikorlarin FRa'ya baglanma karakteristikleri, ylizey
plazmon rezonansi (SPR) deneyleri ile belirlenmistir. TGm SPR deneyleri 25°C'de bir BlAcore
T100 kullanilarak ve arastirma derecesi CM5 yongalar (GE Healthcare) ile, dretici tarafindan
belirtilen sekilde yapilmistir. ilk olarak, fare antikoru yakalama kitinde (GE Healthcare) gelen
anti-fare 1gG, CM5 sensor yongalarina amid baglantisi ile hareketsizlestirilmistir. Fare anti-
FRa monoklonal antikorlar {26B3, 24F12, 19D4 ya da 9F3) ayn akig hiicrelerinde baglama
déngiisiine gore yakalanirken, dart akis hiicresi referans olarak kullaniimistir. Baglama
deneyleri, calisan tampon olarak HBS-P {GE Healthcare) ile 30[nL/dak. distk akis hizinda
vapilmistir. Her bir monoklonal antikor 6rnegi (0,5pug/mL) antikor yakalamak icin 3 dakika
boyunca enjekte edilmistir. Saflastirilmis rekombinant insan FRa'nin {rh-FRa) {1nM - 30nM)
¢esitli konsantrasyonlari daha sonra FRa-spesifik ve referans ylzeyler Uizerine 3 dakika
boyunca enjekte edilmis ve tek dénguli kinetik ydntem kullanilarak bag sensogramlan
kaydedilmistir. Ayrisma profili 25 dakika boyunca izlenmistir. Baglar arasinda, yizey 30ul'lik
bir 10mM glisin {pH 1,7} enjeksiyonu ile yeniden lretilmistir. Sensogramlar isleme alinmis ve
BlAcore T100 degerlendirme yazilimi {version 2.0.1) kullanilarak 1:1 oraninda bir Langmuir
baglama modeline eklenmistir. 26B3, 24F12, 19D4 ve 9F3 antikorlannin bazi baglanma

modelleri Tablo 2'de verilmistir.
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Tablo 2: FRa-spesifik antikorlarin baglanma karakteristikleri.

Kisaltilmis Klon Ad1 | ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Chi.Sq
26B3 5,24x10° 1,43x10” 2,73x10° 2,48
11
24F12 3,93x10° 3,99x10° 1,02x10° 1,08
10
19D4 4,27x10° 2,42x10* 5,67x10° 0,656
10
9F3 4,34x10° 3,10x10™ 7,15x10° 1,89
10

ORNEK 6: Secilen FRa-spesifik Antikorlarin Epitop Eslestirmesi

FRa-spesifik antikorlar 26B3, 24F12 ve 9F3 ayrica Octet QK kullanilan epitop baglama
calismalarinda da degerlendirilmistir. Sonuglar saflastinilmis insan FRaicin ylksek ¢ekim
giicline sahip 26B3 ve 24F12'nin FRa'va baglanmada birbiri ile rekabet ettigini gostermistir.
Boylece bu antikorlar ortak bir epitopu paylasabilir ya da birbirine yan yana bitisik epitoplara
sahip olabilir. Sonuglar ayrica 9F3 antikorunun benzersiz bir epitopu oldugunu da
gdstermistir, zira FRa'va baglanma konusunda diger FRa-spesifik antikorlarla rekabet

etmemistir.

ExSAR™ tarafindan hidrojen/doteryum degisimi kiitle spektrometrisi ve yanastirma
vontemleri kullanilarak ek epitop eslestirme calismalan yapilmistir. Antikorlar 9F3, 24F12 ve
26B3 icin yapilan bu ¢calismalarin sonuglar Sekil 2'de gdsterilmistir. Antikor 26B3'in epitopu
ile ilgili olarak, bu veriler, 26B3'lin yerlesik FRa'yl tamima yetenegi gdz onlinde
bulunduruldugunda bunun, akis sitometrisi ile yerlesik, membrana bagh yapida erisilebilir
oldugunu gdstermektedir. Ayrica bu veriler, indirgenmis western blotlar Gzerinde protein
algilama yeteneginin de gésterdigi Gzere MAb 26B3 ile taninan epitopun dogrulama
kisitlamalarinin, sistein 111 ile bir distilfit koprisi olusturan FRa proteinindeki konum 185'te

yer alan sistein ile ilgilidir.
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ORNEK 7: Denatiire ve Kimyasal Olarak Korunan FRo Formlarini Tanima

Yukarida agiklanan FRa-spesifik antikorlardan herhangi birinin denatiire FRa
formlanni tanyip tanimayacagini belirlemek icin deneyler yapilmistir. Bu analizler icin stabil
olarak GPI-baglantiliinsan FRa, B, ya da A ekspres eden CHOK1 hiicreleri, Tam Mini Proteaz
inhibitdr Kokteyli (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) ve PMSF (100 nM) ile tamamlanan
41,1 OBG tamponunda {50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, %1,1 CBG) ¢ozlinmlis ve 15
dakika boyunca buz lzerine yerlestirilmistir. Lizatlar, tortulan gidermek igin 13.000 rpm
santrifiij ile 15 dakika boyunca dnceden temizlenmistir. indirgenmis ve denatiire drneklerde,
esit miktarlarda protein (20 pg) 10 dakika boyunca %5 P-merkaptoetanol + 40 mM DTT
iceren NUPAGE® LDS 6rnek tamponunda (Invitrogen) kaynatilmistir. Proteinler, %4-12'lik bir
bis-tris jeli {Invitrogen) Uzerinde SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) kullanilarak
ayrilmis ve bir PVDF membranina aktanlmistir. Membran PBST+ %5 yagsiz st icinde 1 saat
boyunca oda sicakhiginda bloke edilmis, her birinden sonra membran PBST ile iki kez
yikanmigtir. immiino blot islemi, FRa icin spesifik saflastirilmig fare monoklonal antikorlar
9F3, 19D4, 24F12 ya da 26B3 (1ug/niL) kullanilarak yiritilmustdr, bunlar bir kegi-anti-fare
HRP-konjiige antikoru ile saptanmis ve SuperSignal West Pico kemiliminesan substrat
(Pierce, Rockford, EL) kullanilarak gérsellestirilmistir. Liminesans, UltraQuant™ 6.0 yazilimi
(Ultra-Lum) kullanilarak gergeklestirilen goriintl analizi ile Omega 12iC molekiler

goruntuleme sistemi (Ultra-Lum, Claremont, CA) kullanilarak gorsellestirilmistir.

Ayrica saflastinlmis folat reseptor preparatlar kullanilarak Western blot analizleri
yapilmistir. Bu deneyler igin, Ornek 1'de aciklanan sekilde Oretilmis 0,5pg saflastirilmis insan
FRa, B, T ya da A, 20 mM DTT ile ya da olmadan 1X SDS-PAGE ornek yikleme tamponunda
(Invitrogen) inklibe edilmis, 10 dakika kaynatilmis ve £4-12 gradyan SDS-PAGE jelleri
Uzerinde elektroforez islemine tabi tutulmustur. Protein PYDF membranina aktariimis ve
blotlar yukanda agiklanan sekilde problanmistir. Jeller Benchmark™ &énceden boyanmis
protein merdiveni {(Novex®) kullanilarak galistiriimis, ayrica saflastirnlmis rekombinant FR
proteinleri kullanan jeller, esit miktarda protein yliklenmesini saglamak i¢in glimiis boyama

aracihgiyla gorsellestirilmistir.
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Western blot analizleri antikorlar 19D4, 9F3, 24F12, ve 26B3'ln indirgenmemis
FRa'yi tanidigini, ancak indirgenmis ve denatlire &rneklere baglanma bu antikorlarin

herhangi biri icin saptanmamustir (Sekil 3(A) ve (B}).

Ayrica antikorlardan herhangi birinin formalinle sabitlenen parafine gomulii serdz
yumurtalik kanser dokusu drneklerine baglanip baglanamayacagini belirlemek igin
immunohistokimya (IHC) calismalar da vapiimistir. MACH4™ Universal HRP-Polimer
Saptama Kiti {Biocare Medical) kullanilarak FRa icin dolayh IHC testi gerceklestirilmistir.
Formalinle sabitlenen parafine gdmult numunelerin pozitif yukll cam slaytlar Uzerinde 5
mikronda kesitleri ¢cikarilmis ve yaklasik 60 dakika 60 °C'de isitilmustir. Slaytlar her biri 3
dakikalik 3 siralik ksilen banyosunda deparafinize edilmis, her biri 3 dakikalik {i¢ sirali %100
alkol banyosuna aktarilmis, ardindan her biri 3 dakikalk g sirali %95 alkol banyosuna
aktarilmis ve sonra 5 dakika boyunca deiyanize (DI) su ile durulanmistir. Hazirlanan érnekler
daha sonra Diva isiyla tetiklenen ve DI suyunda 1:10 oraninda seyreltilen epitop alma
¢ozeltisi (Biocare Medical) ile 6n isleme alinmis ve 500 ml DI suyu ile doldurulmus bir basingh
decloaking bdlmesine yerlestirilmistir. Ornekler 15 dakika boyunca, basingl inkiibasyonun
30 saniye boyunca maksimum 125 °C ve 16 PSl'a ulastigl decloaking bélmesinde inkiibe
edilmis ve sonra 15 dakika boyunca 95 °C'ye sogutulmustur. Slaytlar daha sonra 15 dakika
boyunca oda sicakligina sogutulmustur. Sogutmadan sonra slaytlar, her biri 3 dakika
boyunca 3 sirali Tris Tamponlu Tuzlu Su/%0,1 Tween-20® yikama tamponunda (TBST)
yikanmugtir. Sonraki tim tampon yikamalari da bu sekilde yapilmistir. Slaytlar daha sonra
Peroksidaz-1 {Biocare Medical) blokaj ¢ozeltisinde, oda sicakhginda 5 dakika boyunca bloke
edilmis, TBST ile yikanmis, ve ardindan Background Sniper (Biocare Medical) serum
icermeyen evrensel blokaj reaktifi 10 dakika boyunca oda sicakhginda uygulanmistir.
Ornekler bloke edildikten sonra slaytlar, Antikor Seyreltisi (Dako) ya da Evrensel Negatif
Kontrol - Fare kullanima hazir negatif kontrol antikor {negatif izotip dokusu i¢in Dako) icinde
seyreltilen 2,5 pg/ml 26B3 antikor ile 60 dakika boyunca oda sicakhginda inkibe edilmistir.
Daha sonra slaytlar TBST ile yikanmis ve MACH4™ Fare Prob Birincil Antikor Gelistirici
(Biocare Medical MACII4™ kitinde sunulan) ile 15 dakika boyunca oda sicakhginda inkiibe
edilmistir. Daah sonra slaytlar yeniden TBST ile yikanmis ve bir Polimer-HRP reaktifi {Biocare
Medical MACH4 kitinde sunulan) ile 20 dakika boyunca oda sicakhiginda inklbe edilmistir.

inklibasyondan sonra, slaytlar TBST ile yikanmis ve bir 3,3'-diaminobenzidin tetrahidroklorir
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(DAB) cozeltisi (Dako) ile 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkibe edilmistir. Ardindan
slaytlar DI suyu ile, her biri 30-60 saniye olacak sekilde 3 kez tlimiyle durulanmis,
hematoksilin {Dako) ile 2 dakika boyunca ters boyama islemine alinmig, TBST ile yikanmis,
her biri 30 saniye olmak Gzere 3 sirali %95 ve %100 alkol ¢ézeltisinde dehidre edilmis ve her
biri 30 saniye boyunca 3 sirali ksilen banyosunda temizlenmistir. Son olarak analizden 6énce

slaytlara lamel uygulanmstir.

Genel olarak bir antikorun, ilgi alanindaki antijenin bir lineer epitopunun formalinle
sabitlenen parafine gdmuli dokunun immdunohistokimyasi igin etkili olup olmayacagini
taniyabilmesi gerektigi dlistinUlir, ¢linkd antijen, doku fiksasyonunun yikici dogasindan
dolay (gli yapidan yoksundur. Bu yizden antikor 26B3'lin bu test icinde FRa'yi
taniyamamasi (Sek. 4) sasirticidir, ¢linki western blot ile, indirgenmis ve denatiire FRa'yi
tanimamaktadir. Ayrica, FRa'nin normal dokular i¢in gdzlenen antikor 26B3 ile boyama
deseni, cesitli derecelerde ekspresyon gosteren pankreas, tiroid, akciger, tikirik bezi,
bébrek, hipofiz, serviks ve gdgus ile diger ¢esitli antikorlar ve teknikler kullanilarak daha
once yaymnlanan literatiirle tutarh gézlenmistir (Tablo 3). Sekil 5'te gésterildigi izere, normal
akciger (A} ve normal bobrek (B) kesitlerinde drneklendirilen normal dokulardaki boyama

deseni, bliyik oranda epitelyal hiicrelerle sinirlidir ve tipik olarak apikal dogadadir.

Table 3. Normal insan dokularinda FRa ekspresyonu

Doku Tipi Boyama Yorumlar

(Sayi/Yogunluk)

Beyin 0/3

Beyincik 0/3

Bobrek Usti bezi 0/3

Yumurtalik 0/3

Pankreas 3/3; 2+ Duktal ve asiner hiicrelerin luminal
sinirlari ile sinirli

Tiroid 2/5; 1+ {seyrek)  Folikuiler hiicrelerde sitoplazmik

boyama
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Hipofiz 3/3; 1+ Baskin sitoplazmik

Testis 0/3

Gogls 3/3; 1+/2+ Luminal ve membran boyamali duktal
hiicreler

Dalak 0/3

Bademcik 0/3

Timus 0/3

Kemik Iligi 0/3

Akciger 3/3; 2+ Bronsiyal ve alveolar hucrelerde
boyama

Kalp 0/3

Ozofagus 0/3

Mide 02

Ince Bagirsak 0/3

Kolon 0/3

Karaciger 0/3

Tikirik Bezi 3/3: 3+ Duktal ve asiner hiicreler

Bobrek 3/3: 3+ Proksimal tiibiiler hiicrelerin luminal
boyamasi

Prostat 0/3

Endometriyum 0/3

Serviks 1/3: 1+ Endoservikal hiicreler

[skelet Kas1 0/3

Cilt 0/3

Sinir 0/3

Mezotelyum 3/3;: 2+ Alveolar hiicreler

(plevra ve akciger)

ORNEK 8: Yerlesik FRot Formlarinin Taninmasi
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Secilen FRa-spesifik antikorlarin yerlesik proteine baglanma kabiliyetini
degerlendirmek i¢in akis sitometrisi galismalari yUritilmistir. Bu ¢ahigmalar igin FRa
ekspres eden Cin hamster yumurtalk (CHO) hiicreleri toplanmis, yikanmis ve buzlu biiyime
ortaminda (%10 FBS ile tamamlanan RPMI) yeniden siispansiyon haline getirilmistir.
Hucreler 1 saat boyunca buz Gzerinde 9F3, 19D4, 24F12 ya da 26B3 (1 pg/mL} ile inkiibe
edilmis, yikanmig ve ardindan FITC-konjiuge ikincil antikorlarla [1:100 seyrelti] (Southern
Biotech, Birmingham, AL} inkiibe edilmistir. Analizden &nce hiicreler, yasamayan hiicrelerin
harig tutulmasi icin 7-amino-aktinomisin D (7-AAD) (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ} ile
etiketlenmistir. Ayrica FRa ekspres etmeyen CHO hiicreleri de, negatif kontrol olarak ayni
deneysel prosedirlere tabi tutulmugstur. Hicreler bir EasyCyte™ Akis Sitometresinde
(Guava® Technologies, Hayward, CA) analiz edilmistir. Tablo 4'te sunulan veriler, dort

antikorun timunin de yerlesik FRat'ya baglanabildigini gdostermektedir.

Tablo 4: FRa-spesifik antikorlar hiicre ylizeyinde ekspres edilen FRa'y1 tanir

Hedef Antikor icin Gozlemlenen Geometrik Crtalama
9F3 26B3 24F12 19D4
Sadece hicreler 2,7 2,7 2,7 2,0
CHOK1 5,9 5,7 59 -
FRa 759,5 853,7 777,0 1130,5
FRB 6,1 5,9 6,6
FRA 5,6 5,4 5,9

ORNEK 9: FRa'nin Yumurtalik Kanseri oldugu bilinen Deneklerin Serumunda Saptanmasi

Burada agiklanan FRa-spesifik antikorlarin yumurtalik kanseri oldugu bilinen

hastalarin serumunda FRa'y1 saptayabilip saptayamadigini belirlemek igin

elektrokemiliiminesans ¢ahgsmalar yaritilmistir. Bu deneyler igin yakalama MAb olarak

MAb 26B3 kullanilmis ve 75ug/mL'lik konsantrasyonda ECL plakalarina eklenmistir. Plakalar

yikanmis ve 50 pL érnek serum her bir kuyuya eklenip 2 saat inkibe edilmistir. Serum
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ornekleri normal saghkl disilerden (negatif kontrol} ve yumurtalik kanser hastalarindan elde
edilmistir. Ornekler PBST (%0,01 Tween®20 iceren fosfat tamponlu tuzlu su, pH7,4) icinde1:4
oraninda seyreltilmistir. inkiibasyondan sonra, rnekler PBST ve 25 uL/kuyu MAb 19D4
{1pg/mL) ile yikanmus, yaklasik 13 etiket/IgG molekili oraninda Ru ile etiketlenmis,
baglanmis érnegi saptamak icin her bir kuyuya eklenmistir. 2 saatlik inkiibasyon stresinden
sonra, plakalar PBST ile yikanmig ve 2X MSD Tampon T ile okunmustur. Tablo 5'teki sonuglar
serumdaki FRa'nin yakalanahilecegini ve monoklonal antikorlar 26B3 ve 19D4 kullanilarak

saptanabilecegini gbstermektedir.

Tablo 5: FRe'nin bagil serum seviyeleri

Kategori (n} Ortalama FRA pg/ml. Standart Sapma
Normal (15) 223 74
Yumurtahk Kanseri 1815 3896

ORNEK 10: Yumurtalk Kanseri oldugu bilinen Deneklerin Serumunda ve idrarindaki

FRo'nin Saptanmasi

Burada agiklanan FRa-spesifik antikorlarin yumurtalik kanseri oldugu bilinen
hastalarin serumunda ve idrarinda FRa'yl saptayabilip saptayamadigini belirlemek icin
elektrokemiliminesans ¢alismalari ylriatilmustir. Bu deneyler igin yakalama MAb olarak
MAb 26B3 kullanilmis ve 75ug/mL'lik konsantrasyonda ECL plakalarina eklenmistir. Plakalar
yikanmug ve 50 pl 6rnek serum her bir kuyuya eklenip 2 saat inkibe edilmistir. Eslesen
serum ve idrar érnekleri narmal saglikh disilerden {negatif kontrol) ve yumurtalik kanser
hastalarindan elde edilmistir. Ornekler PBST {%0,01 Tween®20 iceren fosfat tamponlu tuzlu
su, pH7,4) icindel1:4 oraninda seyreltilmistir. inkiibasyondan sonra, érnekler PBST ve 25
uL/kuyu MAb 19D4 (lug/mL) ile yikanmus, yaklasik 13 etiket/IgG molekili oraninda Ru ile
etiketlenmis, baglanmis 6rnegi saptamak icin her bir kuyuya eklenmistir. 2 saatlik

inkiibasyon siuresinden sonra, plakalar PBST ile yikanmis ve 2X MSD Tampon T ile
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okunmustur. Tablo 5'teki sonuglar serumdaki ve idrardaki FRa'nin yakalanabilecegini ve

moncklonal antikorlar 26B3 ve 19D4 kullanilarak saptanabilecegini géstermektedir.

Tablo 6: FRa'nin bagil serum ve idrar seviyeleri

Hasta Serum FRalfa pg/ml. Idrar FRalfa pg/ml.
Normal 1 398 3080
Normal 2 236 11508
Normal 3 315 7704
Normal 4

Yumurtalik Kanseri 1 19749 368066
Yumurtalik Kanseri 2 4144 23738
Yumurtalik Kanseri 3 986 165826
Yumurtahk Kanseri 4 719 414187

ORNEK 11: immiinohistokimya Sonuglari igin Metrik Olarak M-Skoru

Her bir drnegin boyamasi (M-skoru) icin bir metrik gelistirilmistir ve asagidaki gibi

tanimlanabilir:

i Ea JA,

7.
F

i=

Denklemde, Xij, hasta i i¢in j yogunlugunda boyanan timaoriin ylizdesi ve wj. yogunlugun
mutlak degeridir (0 ile 3+ arasinda degisen). Metrik sifir {pozitif boyama yok) ile elli {3+
yvogunlukta %100 hiicre boyamasi) arasinda teorik bir araliga sahiptir. Bu sekilde, M-skoru,
FRa pozitif hicrelerinin oranint hem de boyama yogunlugunu yakalayan FRe IHC tiim@r

hicresi membran boyamasi icin agirlikh bir skordur, Her hastanin M-skorlari, uygun yerlerde
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birden ¢ok doku mikro dizilim (TMA) 6rnegi Gizerinde ortalama hesaplanmistir. Bir 6rnek
sonuglardan yoksunsa, érn. bir timér varligl ya da nekrotik doku yoksa, M-skoru yoksun

olmayan determinasyonlara atanmistir.

Yukaridaki denklemin pratik bir uygulamasi asagida verilmistir:

3+ 2+ 1+ 0 M Skoru
X=40 Y=30 Z=10 M=(3x+2y+2)/6
3x40=120 2x30=60 1x10=10 (120+60+10)/6=31,67

Burada, x = 3+ yogunlukta boyanan % timar; y = 2+ yogunlukta boyanan 4 tUmor; z = 1+

vogunlukta boyanan % timaordir.

Belirli bir histeloji dahilinde yer alan FRa ekspresyonunun pozitif orani, bir pozitif
sonug tanimina gore pozitif boyanan érneklerin orani olarak hesaplanmistir {(>toplam timadr
hicreleri boyamasinin %5'i). Kesin binomiyal glven araliklari, olusturulan yontemler
kullanilarak belirlenecektir {Clopper C.J. ve Pearson R.C., Biometrika. 26:404-13 (1934)). Tum
demografik degiskenler ve M-skor icin 6zel istatistikler burada sunulmustur. Ortalama
degerlerin farklari, genel tip | hatasi icin post-hoc testlerin kontrolii ile tek yonli ANOVA
kullanilarak belirlenmistir. Test ile iliskilendirilen p-degeri ilgili test icin Bonferroni ayarh tip |
hatasindan (maksimum Tip | hatasi = 0,05) farkliysa ortalama degerlerdeki farklar istatistiksel

olarak farkhdir.

ORNEK 12: Akciger Karsinom Hiicrelerinin Antikor 26B3 ve Antikor BN3.2 ile Karsilastirmali

Boyamasi

Literatlirde, kismen, gogu ticari olarak temin edilebilir gesitli antikorlarin
kullanimindan dolayi IHC ile belirlenen sekilde FRa ekspres eden cesitli karsinomlarin

ylizdesine iliskin dnemli varyasyon vardir. Ticari olarak temin edilebilir ve IHC tarafindan
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FFPE kesitlerinde FRa saptadig gosterilen bir FRa spesifik MAb antikor BN3.2'dir (Leica
Microsystems, Buffalo Grove, IL). Bu nedenle, akciger kanserinin cesitli histolojik tirlerini
iceren ticari bir TMA kullanarak FRa saptamaya igcin hem spesifiklik hem de duyarlilk
agisindan antikor BN3.2'yi antikor 26B3 ile karsilastirmak amaciyla ¢calismalar yluritalmdastur.
Her iki antikor da diger histolojik alt tlirler, 6zellikle de skiiamoz hiicre karsinom ile
karsilastirildiginda adenokarsinom igin son derece spesifik olmustur. Ancak, antikor 26B3,
sirasiyla 26/36 (%72; M-skor ortalama + SD = 19,84 + 18,64) ve 22/36 (461; M-skor ortalama
+SD =11,38 + 14,25) adenokarsinom &rneklerini (p<0,0001) tanimlayan BN3.2'den ¢ok daha
duyarh olmustur. Bu veriler antikor BN3.2'nin FFPE doku orneklerinde FRa ekspresyonunun
saptanmasi icin antikor 26B3'ten ¢ok daha az duyarh oldugunu gdstermistir ve Sekil 6'da
gosterildigi Gzere, bu iki antikor icin akciger adenokarsinomlarinda gdzlenen M-skorlarindaki

iliski lineer degildir.
ORNEK 13: FRa'nin Akciger Adenokarsinomu oldugu bilinen Deneklerde Saptanmasi

Antikor 26B3 tarafindan saptandigi lizere FRa pozitif histoloji varhginin akciger
kanserinin &zel formlariile iliskilendirilip iliskilendirilmedigini belirlemek icin deneyler
yuritilmiistiir. Normal ve |. evre, Il. evre, Ill. evre ve IV, evre kanserli akciger doku
numunelerinin kopya orneklerini iceren bir doku mikro dizilimi, Ornek 7'de agiklandig) lizere
antikor 26B3 kullanilarak IHC boyama yoluyla FRa ekspresyonu icin degerlendirilmistir. Tablo
6'daki veriden gériilebilecegi Gzere, FRa, sinirli pozitif boyama sergileyen skiiaméz hiicre

karsinomlarina bagil adenokarsinomlarla iliskilendirilmistir.

Tablo 7: Kanserli doku érneklerinin histolojik degerlendirmesi

Membran Boyama
Membran Pozitif

Negatif Pozitif
Toplam

Adenokarsi
enokarsi Sayim 11 27

nom
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Histoloji £28,9 £71,1 38
Gruplarinda %
£100,0
Sayim
Histoloji 28 3 31
Histoloji R
) Skliamdz | Gryplarinda % 49,7
Gruplari £90,3 £100,0
Sayim
Diger
Histoloji 17 4 21
Karsinomlar
Gruplarinda %
£81,0 £19,0 £100,0
Sayim
Normal Histoloji 2 8 10
Gruplarinda %
£20,0 4£80,0 £100,0
Sayim 58 42
Toplam Histoloji 4£58,0 £42,0 100
Gruplarinda %
£100,0

Doku mikro diziliminde, histolojik 6rneklerin 89'unda basgka analizler
gerceklestirilmistir, bunlardan 36's1 (%40} adenckarsinom, 32'si {%36) skilamdz hiicre
karsinomu, 2'si (4 2) adenoskllamdz karsinomdur ve kalan 19'u {%21) cesitli histolojileri
temsil etmektedir (Tablo 8). FRa pozitifligin genel oranlari histolojik alt tiirlerin her biri igin
blyik oranda degisiklik géstermistir. Adenokarsinom timdérlerinin belirgin élctide daha
yliksek orani, skiiamoz hiicre karsinomlar {%72'ye karsin %13, p<0,0001) ile
karsilastirildiginda FRa icin pozitif belirlenmistir. 4 pozitif skiiamoz hiicre karsinom

orneginden yalnizca 1 tanesi her iki drnekte de 3+ boyama gdstermistir; 1 tanesi her iki
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ornekte orta (2+) boyama gostermis ve diger 2'si tek bir 6rnekte son derece zayf bir

pozitiflik gbstermistir (tumor hiicrelerinin %5-10'unda 1+). Dahasi, iki adenoskiiamoz

karsinom érneginin de FRa igin pozitif oldugu ve boyamanin bu drneklerin adenokarsinom

kismiyla sinirl oldugu gosterilmistir (Sekil 7).

Tablo 8: NSCLC Turu# Arasinda FRa Ekspresyonunun Dagilimi

FRa negatif FRa

Degisken N{4) pozitif N Topla P degeri*
(4) m

Tumaor Histolojisi

Normal 1({410} 9(490) 10

Skuamdz hiicre 28(487) 4(414) 32 <0,0001

karsinomu

Buyuk hucreli 3 (460) 2(440) 5

karsinom

Kicuk hucreli 7 {487} 1{413) 8

karsinom

Noroendokrin 4 (467} 2(433) 6

karsinom

Adenockarsinom* * 10(416) 28(474) 38
Tumor Derecesi

Derece 1 1({420} 4(480) 5

Derece 2 5(422) 18(478) 23

Derece 3 4 (440) 6(460) 10 0,517
Tumor Evresi

. Evre 4(429) 11(£71) 15

II. Evre 2(417)  10(483) 12

Il + V. Evre*** 4(36) 7(64) 11 0,563
Cinsiyet

Kadin 3(418) 14(482) 17

Erkek 7 (433) 14(467) 21 0,46
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#US Biomax Akciger Kanseri TMA (katalog no BC041114; 90 vaka, kopya ¢ekirdekler)

* Fisher'in kesin testi ya da ki-kare testi kullanilarak belirlenen P degerleri: Skiiamoz hiicre
karsinomu ve adenokarsinom karsilastirmasi p<0,0001; erkekler ve disiler karsilastirmasi,
p=0,46; evre, p=0,563; derece, p=0,517

** Her ikisi de yalnizca adenokarsinom kisminda FRa icin pozitif olan 2 adenoskiiamdz vakasi

*** Yalnizca 1 IV. evre vaka

Kopya adenokarsinom histoloji orneklerinin M-skoru analizleri, antikor 26B3 (Sekil 8)
ile boyamada az degisim gostermistir, bu da antikor 26B3 boyamanin saglamhginin bir
yansimasidir. Ayrica, adenokarsinom histolojik alt tirlinde evreye ve dereceye gdre yapilan
bir M-skoru incelenmaesi, hastaligin ne evresinin ne de derecesinin, M-skorlari ile tanimlanan

boyamanin derecesi ile iliskili olmadigini géstermemistir (veri gésterilmemistir).

Akciger adenokarsinom ve skilamoz hicre karsinom orneklerinin FRa boyamasi igin
M-skoru dagihmi Sekil 9'da gosterilmistir. Antikor 26B3 ile boyanan adenokarsinom ve
sktiamdz hiicre karsinom drnekleriigin ortalama (+ SD) M-skorari, sirasiyla 19,84 (£ 18,64) ve
1,39 (+ 5,54) olarak belirlenmistir (p<0,0001). Ayrica adenokarsinom icin M-skoru, diger tim
akciger kanseri histolojik tiirleri ile karsilagtinldiginda biyiik oradan daha yliksek
belirlenmistir. Ek olarak adenokarsinom olan kanserin histolojisi icin riskleri belirlemek
amaciyla bir Agac¢ Analizi gerceklestirilmistir. 21,7'den blyik bir M-skoru 16'lik bir risk orani
(OR} vermistir, bu da FRa'nin adenokarsinem histolojisinde baskin olarak ekspres edildigini

gostermektedir (analiz gosterilmemistir).

Formalinle sabitlenen, parafine gémull (FFPE) doku bloklar nadiren geg evre akciger
kanseri olan hastalardan alinabilir, zira cerrahi rezeksiyonlar tipik olarak
gerceklestirilmemistir. Bu nedenle, ince igne aspirasyon (FNA) numunelerinin MAb 26B3
kullanarak FRa IHC igin uygunlugunu belirleyecek ¢alismalar yapilmistir, zira geg evre akciger
kanseri en ¢cok kiiclik biyopsi ya da sitoloji materyali araciligiyla teshis edilir. Bu ¢alismalar
icin, bir torasik lenf digimu aspiratinin sitolojik degerlendirmesi ile teshis edilen (Sekil 10)

dokuz ge¢ evre adenokarsinom hastasindan drnekler alinmig ve FRa pozitiflik oraninin (%63)
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akciger kanseri TMA'da degerlendirilen histolojik numuneler igin gorulenlerle
karsilastirilabilir oldugu gdsterilmistir. Yalmzca kiglk bir érnek boyutu olmasina ragmen, bu
veriler sitolojik numunelerin ge¢ evre adenokarsinom hastalarinda FRa ekspresyonu

belirlemek icin uygun bir doku kaynagi olabilecegini géstermektedir.

ORNEK 14 - FRa, Kiigiik Olmayan Hiicreli Akciger Karsinomu oldugu bilinen Hastalarin
Kanindan izole Edilmis CK+/CD45- Hiicreleri tarafindan Ekspres edilir ancak CK-/CD45+

Hiicreleri tarafindan Ekspres edilmez

FRa'nin, Kiiciik Olmayan Hicreli Akciger Karsinomu oldugu bilinen Hastalarin dolasim timor
hicrelerindeki (CTC'ler) ekspresyonunu belirlemek icin ¢alismalar ylratGlmastir. Bu
calismalar igin, 15 saglikl dondrden ve 5 V. evre akciger kanseri hastasindan kan drnekleri
alinmis ve ardindan ApoCell's ApoSteam™ sistemi kullanilarak CTC'ler igin
zenginlestirilmistir. Zenginlestirmeden sonra, her érnek sitokeratin (CK), CD45 (protein
tirosin fosfataz reseptorii tip C), cekirdekler ve FRa igin boyanmistir. FRa boyama, birincil
antikor olarak antikor 26B3 kullanilarak gergeklestirilmistir, bu daha sonra bir fare-spesifik,
DyLight® 649'a kojiige ikincil antikor kullanilarak saptanmistir. Table 9'da gosterildigi Gizere,
FRa ekspresyonu CK+/CD45- CTC'ler tarafindan gozlenmis ancak CK-/CD45+ CTC'ler

tarafindan gézlenmemistir.

Table 9 - Kiiclk olmayan hiicreli akciger karsinomu oldugu bilinen hastalarin dolasimdaki

tumor hiicreleri tarafindan FRo ekspresyonu

Hasta Kimligi CK-/CDA45+ sayimi | CK-/CD45+/FRa + | FRa MFI (CK-/CD45+)

4
Hasta 1 2,270 0,0 YOK
Hasta 2 24.462 0,0 YOK
Hasta 3 26.503 0,0 YOK
Hasta 4 16.540 0,0 YOK
Hasta 5 2.652 0,0 YOK

7,5 mL kan icinde
Hasta Kimligi CK+/CDA45-/FRa+%| FRa MFI (CK+/CD45-)
CK+/CDA45- hiicre
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sayimi
Hasta 1 55 15,6 32.195
Hasta 2 105 32,8 172.669
Hasta 3 216 9,3 146.521
Hasta 4 57 15,7 175.027
Hasta 5 a7 8,1 277.335

ORNEK 15: FRa ekspres eden Akciger Adenokarsinomu olan ve olmayan Deneklerin 5 Yillik

Hayatta Kalma Durumu

Antikor 26B3 tarafindan saptanan sekilde FRa varhg pozitif histolojisinin daha iyi ya
da daha kotii 5 yilhk hayatta kalma durumu ile iliskilendirilip iliskilendirilemeyecegini
belirlemek icin deneyler yiratilmdistir. Normal ve I. evre ya da Il. evre adenokarsinomlu
kanserli akciger dokusu numuneleri Ornek 7'de aciklanan sekilde IHC boyamaya tabi
tutulmus ve ardindan ckunmustur. Timar Gzerindeki boyanin 3+, 2+, 1+ ve 0 yogunluk
yuzdesi kaydedilmistir. Bir hastamin ikili ya da Ug¢li kopyasi olarak yorumlanabilecek 177 slayt
vardir. Degerlendirilebilir klinik ve histolojik veri ile birlestirildiginde 53 degerlendirilebilir
vaka tanimlanmustir. Kiigik olmayan hiicreli akciger adenokarsinomunun teshisinden sonraki
5. yilda demografik, klinik ve hayatta kalma durumu ile ilgili veriler 1siginda analizler

gerceklestirilmistir.

M-skoru icin bir optimum kesme noktasi belirlemek amaciyla bir alici calisma
karakteristigi (RQC) analizi gergeklestirilmistir. Bu analizde teshis dogrulugu 6nemsiz
olmustur; ancak pozitif testin teshis olasihk oraninin negatif testin teshis olasilik oranina
orani onemli olarak degerlendirilmistir. Bu oranlar Pepe MS, The statistical evaluation of
medical tests for classification and prediction, New York: Oxford University Press {2003)
vayininda aciklandigi gibi tanimlanmistir. 10'luk kesme noktasinda maksimum 6,62 risk orani

elde edilmistir. Bu M degeri boyall bir slaytin pozitifligini belirlemek igin segilmistir.

Kaplan-Maier hayatta kalma islevleri, prognostik faktor olarak FRailiskisi ile

dretilmistir. Bir log sira testi, FRat icin pozitif olmanin élimcil olmayan olaylarda avantajli
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oldugunu gdstermistir (Ki-kare=7,34, df=1, p=0,007). Sekil 11'de, 26B3 saptamasina gore FRa
pozitif ve FRa negatif olduklari varsayilan |. evre ve Il. evre adenokarsinom gruplariigin
hayatta kalma iglevleri gbsterilmistir. 5. yilda tehlike orani 2,42'dir. Bu durum, FRa i¢in
negatif (M<10) olan timorlere sahip deneklerin teshisten sonraki bes yil iginde dlme
olasthginin FRa-pozitif timorlere (M=10) sahip deneklere gore 2,5 kat fazla oldugunu

gostermektedir,

ORNEK 16: Folat Reseptdr Alfa Ekspresyonu Ucli-Negatif Gogiis Kanseri Formlariile

iligkilendirilmigtir

Gogus kanseri doku drnekleri ile FRa ekspresyonunu degerlendirmek icin ¢alismalar
yuritilmustar. Analizler, Ornek 7'de agiklanan sekilde antikor 26B3 ile boyanan doku mikro
dizilimi {TMAY} 6rnekleri ve Ornek 7'de aciklanan sekilde antikor 26B3 ile hazirlanan ve

boyanan FFPE histoloji érnekleri kullanilarak yGritilmasgtar.

Gogls kanseri TMA'da mevcut histolojilerin dagilimi (ABD BioMAX katalog no BR
1503a; 72 vaka, kopya gekirdekler) Tablo 10'da gésterilmistir, temsil edilen vakalarin gogu
invazif ductal karsinom (IDC) olarak tanimlanmistir. TMA 2 normal gogiis 6rnegi igermis,
bunlar, MAb 26B3 ile belirlenen sekilde FRa ekspresyonu igin pozitif olarak gdzlenmistir.
Normal gbdglisteki boyama, luminal ve membran boyamasi olan duktal hicrelerle
sinirlanmistir. Ug fibroadenom vakalarindan ikisi (%67), 0/2 sistosarkoma vakalari (%0) ve
1/6 duktal karsinom in situ vakasi (%17) FRa icin pozitif olarak belirlenmistir. Tekil invazif
lobliler karsinom (LLC), FRa boyama igin negatif olarak belirlenmistir. 59 EDC drneginden
18'i (%31) FRa icin pozitif olarak belirlenmistir {Sekil 12). Bu TMA'daki pozitif vakalarin diisik
sayisi disindildiigiinde, evre ya da dereceye bagil gecerli bir FRa ekspresyon analizi mUmkiin
olmamustir; ancak, drneklerin ¢cogunun T1 ya da T2 olduguna dikkat edilmelidir. FRa
ekspresyonunun, ER/PR pozitif timérlerle (p=0,012) bagil ER/PR negatif timdorlerle ve Gcli
negatif gbgiis kanserleri {TNBC) (ER/PR+ ya da Her2+ ve ER/PR/Her2- karsilastirmasi,

p<0,0001) ile iliskili oldugu gosterilmistir.
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18 FRa pozitif IDC vakasindan, yalnizca 2'si (%11) Her2 pozitif belirlenmistir, bu da
blylk ¢cogunun (%89) Her2 negatif oldugu anlamina gelmektedir. Bu veriler FRa pozitifliginin
Her2 negatifligi ile daha yakindan takip ettigini gdstermektedir. Ayrica 18 FRu pozitif IDC
vakasindan 3'l estrojen reseptor {ER) pozitif ve 4'li progesteron reseptor {PR) pozitif olarak
belirlenmistir, ancak tiim ER/PR pozitif/FRa pozitif vakalar Her2 negatif olarak belirlenmistir.
18 FRa pozitif IDC vakasindan 12'si (%67) Gg¢ll negatif gbgls kanserleridir (TNBC), bu da
FRa'nin ¢k zayif prognoz TNBC molekuler alt tiir igin bir isaretgi ve hedef olabilecegini
gostermektedir. TMA'ya bir biitiin olarak bakildiginda, 13 Her2 pozitif vakadan yalnizca 2'si
{%15) ayrica FRa igin pozitif olarak belirlenmisken, 46 Her2 negatif vakalarindan 16'si {%35)
ayrica FRa pozitif clarak belirlenmistir, bu da FRa ekspresyonunun Her2 ekspresyonu ile
negatif iliskili oldugunu desteklemektedir. Bu TMA icin melekiler alt tir (her-2 (+) ve her-2 (-

}) ile bagil M-skorlarimin dagiliminin bir temsili Sekil 13'te gosterilmistir.

Yukarida aciklanan TMA dncelikle erken evre gogus kanserlerinde clugsmaktadir: 1.
evre, 6/60 {4 10); Il. evre, 44/60 {4 73); lll. evre, 10/60 (4 17). Bu nedenle, TMA'da elde
edilen sonuglari onaylamak ve genisletmek icin, bilinen ER/PR ekspresyonu %0-100 pozitif
arasinda olan IV. evre (T4) Her2 negatif gogls kanserlerinden 61 FFPE doku hloku
degerlendirilmistir (FFPE doku bloklari Genzyme Genetics arsivlerinden elde edilmistir). Bu
61 drnegin timd, birincil timdrden degil metastazlardan gelmistir. Bu ¢alismanin sonuglan

Tablo 11'de 6zetlenmistir.
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Tablo 10: Histoloji tirleri arasinda FRa pozitiflik dagihmi - TMA verisi

FRa pozitif FRe
negatif
Tumdr Histolojisi N (%) N (%) Toplam P degeri*
Normal 2 (% 100) 0(%0] 2
Fibroadenom 2(%67) 1(%33) 3
Sistosarkoma 0(%0] 2(%100) 2
DCIS - Duktal karsinom 1(%17)  5(%83) 6
in situ
ILC - Invazif lobiiler 0(%0) 1(%100) 1
karsinom
IDC - Invazif duktal 18 (%31 41 (%69) 59
karsinom
Toplam 21 (%30} 50(%70] 71
karsinomlar:
IDC Molekiiler alt
tur
analizi:
ER/PR  4(%14) 24 (%86) * :|
+

ER/PR 14 (%45) 17 (%55)

- 31
Her? 2(%15) 11 (%85] 13j
+ 0,012
Her2 16 (%35) 30(%65) 46 0,307
ER/PR/Her 12 (%67) 6(%33) 18 <0,0001

2_
(ER/PR+ ya da Her2+
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3 {%43)
10 (% 26)
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18 (% 35]
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3(%37)
5 (%100
33 (%65)
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14 (%74

ER/PR/Her2-
karstlastirmasi)
!
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*P degerleri, Fisher''m kesin testi kullamlarak 2X2 ihtimal tablosu analizi araciligiyla

hesaplanmigtir.

** 8 N1/N2 6rneginin 4'ii (%50) Her2+ olarak belirlenmistir

FRa ekspresyonu {Sekil 14) bu hastalarda 22/61 (%36) oraninda belirlenmistir, bu da

erken evre hastalikta belirlenen FRa pozitif numunelerin/timorlerin bir Her2 negatif

popullasyonunda gec evre metastatik hastalikta korundugunu géstermektedir (TMA

pozitifligi = %35; IV. evre metastatik hastalik = %36). 22 FRa pozitif IV. evre metastatik

hastadan, yalrizca 3'0 (%14) ER/PR icin herhangi bir pozitiflik gdstermis, boyle bir pozitifligin

trendi dislk aralikta gézlenmistir (%30'a kadar). Boylece, 19/22 {%86) oraninda FRa pozitif

hasta, Ugll negatif molekller alt tirdendir. Tekrar, bu veriler, tercihen, TMA'da erken evre
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hastalikta elde edilen verilerle karsilastinlir, burada tim FRa pozitif hastalarin %67'si icla

negatif alt tirdendir.

Tablc 11: Metastatik gogiis kanserinin molekiiler alt tirlerinde FRa pozitifliginin dagidimi

Tlmér FRa pozitif FRa Topla P degeri*
Molekler alt |[N(%) negatif m
tir N(%]

Toplam

Ornek:| 22(%36] 39(%64) 61
ER/PR+ 3(%14) 20(%86] 23
ER/PR/Her2-| 19 (%50} 19 (%50] 38 0,0054
(ER/PR+ ve ER/PR/Her2-
karsilastirmasi)
Derece 1 3(%300  7(%70) 10
Derece 2| 11(%28) 28(%72) 39 1,0
(Derece 1 ve Derece 2
kargilagtirmasz)
Derece 3 8 (%67) 4(%33) 12 0,037
(Derece 1 yada 2 ve

Derece 3 karsilastirmasi)

* P degerleri, Fisher'm kesin testi kullanilarak 2X2 ihtimal tablosu analizi araciligiyla

5  hesaplanmustir.

Ek olarak, IV. evre metastatik hastalikta gelen érnekler lenf diiglimi, kemik, cilt ve
karaciger gibi bir dizi metastatik bélgeden elde edilmistir, vam sira birincil olarak plevra ve
parasentezden elde edilen sivi ve ince igne aspirasyon {FNA) drnekleri de mevcuttur. Bu 'sivi

10  biyopsilerin' hirkaginin FRa igin pozitif boyanmasi (Sekil 15), agiklanan IHC metodolojisinin

birden ¢ok numune tiriine genel olarak uygulanabilir oldugunu gdstermektedir.

ORNEK 17: Histolojik Jinekolojik Kanser Orneklerinin Folat Reseptor Alfa Ekspresyonu igin

Degerlendirilmesi
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Yumurtalik, endometriyum ve fallop tlpu gibi jinekolojik timéorlerdeki FRa
ekspresyonunu degerlendirmek igin immunohistokimyasal ¢aligmalar yiratilmagtar.
Analizler, Ornek 7'de agiklanan sekilde antikor 26B3 ile boyanan doku mikro dizilimi (TMA)
ornekleri ve Ornek 7'de aciklanan sekilde antikor 26B3 ile hazirlanan ve boyanan FFPE
histoloji 6rnekleri kullanilarak yiirttilmastir. Ticari doku mikro dizilimleri, US Bio max,
Inc.'den {Rockville, MD) yumurtalik karsinomlarn (katalog no OV1921; 96 vaka, kopya
cekirdekler); endometriyal karsinomlar (katalog nc EMC1021; 102 vakalar, tekli gekirdekler);

ve fallop tupi karsinomlar {katalog no UTE601; 30 vaka, kopya ¢cekirdekler) temin edilmistir.

Membranli boyama icin pozitif tiimér hiicrelerinin yiizdesi herhangi bir yogunlukta
%5'e esit ya da daha blyukse bir drnek FRa ekspresyonu igin pozitif olarak kabul edilmistir.
Bir érnek, jinekolojik patolog tarafindan bunun timduyle eksik ya da degerlendirme igin
yeterli sayida canli hiicre igeren nekrotik dokudan olusmadigi seklinde tanimlandiginda
reddedilmis ve bu nedenle analizlere dahil edilmemistir. Endometriyal 6rneklerden alti
tanesi yalnizca adenckarsinom olmadan atipik kompleks hiperplazi icermistir. Hlicre tirdnin
ve derecesinin histolojik siniflandirmasinda, WHO'nun Go6giis ve Kadin Jenital Organ
Siniflandirmasi (Tavassoli ve Devilee) temel alinmistir. FIGO ve TNM sistemini temel alan

klinik evre TMA Ureticisi (US Biomax} tarafindan verilmistir.

Belirli bir tUmor tipi dahilinde yer alan FRa ekspresyonunun pozitif orani, bir pozitif
sonu¢ tanimina gbre pozitif boyanan timarlerin orani olarak hesaplanmistir (tiimér hicre
membran boyamasimin £%5'i}. Grup, 6rn. histolojiler, evre ya da derece arasindaki FRa
pozitifliginin farklari 2x2 ihtimal tablolari ve Fisher'in kesin testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Test ile iliskilendirilen p-degeri ilgili test icin Bonferroni ayarli tip |
hatasindan (maksimum Tip | hatasi = 0,05) farkliysa ortalama degerlerdeki farklar istatistiksel

olarak farklidir.

Membran ve sitoplazmik boyama yogunlugu boyasiz érnekler icin 0; zayif icin 1+;
orta icin 2+ ve glglii icin 3+ olarak puanlanmistir. Her yogunluk icin érnekteki hiicrelerin
vizdesi de ayrica belirlenmistir. Doku 4x, 10x, 20x ve 40x hedefler altinda analiz edilmistir.
Gii¢li membran boyama {3+), 4x altinda kolayca gorsellestirilmis ve 10x'te onaylanmistir.
Orta membran boyama (2+) 10x'te gdrinir olarak gdzlenmis ve 20x'te onaylanmistir. Zayif

boyama (1+) icin 20x ya da 40x gerekmistir (Sekil 16). 3+ boyama varhginda, membran apikal
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ve lateral hucre sinirlarinda kahn olusmustur. Teget kesitlerde, komple ¢evresel bir desen
belirgin gdzlenmistir {Sekil 16 (A) ve (B)}. 2+ membran boyama yogunluk agisindan daha
zayif ve 3+'ten daha ince, ve genel olarak apikal luminal sinirlarda ve ara sira lateral hiicre
sinirlarinda gergeklesmistir. 1+ zayif membran genel olarak luminal sinirlarla sinirlanmistir.

Birlikte gelisen sitoplazmik boyama tiimérlerin tiriine gére degisken gozlenmistir.

Yumurtalik timdr TMA'da 94 degerlendirilebilir drnekten 70'i {(%74) serdz tipte, 10'u
(%11) misindz, 4'U (%4) endometrioid, 3'U (%3) seffaf hiicre tipi ve kalan 7'si (%8) ¢esitli
nadir tumaorler olarak belirlenmistir. 87 yumurtalk karsinomu &rneginde, her hicre tiri icin
FRa pozitif orani asagidaki gibidir: seroz tirde %100 (70/70), miisinoz turde %80 {8/10),
endometrioid tiirde %75 (3/4) ve seffaf hiicre tiriinde %67 (2/3). Ser6z ve miisindz tir
arasindaki fark, Fisher'in kesin testi ile 0,014 p degeri ile belirgindir (Tablo 12). FRa durumu
histolojik derece ya da klinik evre igin belirgin degildir. Birlikte gbrilen sitoplazmik boyama

genel olarak serdz tirde 2+ ya da 3+ ve diger timor turlerinde daha zayif ve daha seyrektir.

Table 12: Yumurtalik karsinomlarinda histoloji tiriine, klinik evreye ve histolojik dereceye

bagil FRa pozitifligi dagihmi

FRa negatif FRa pozitif Topla P
Tumaor Histolojisi* N(4) N(4) m  degeri*¥*
Serdz karsinom 0(g0} 70(4100Q) 70
Miisindz karsinom 2 {4820} 8(480) 10 0,014
Endometricid karsinom 1({425) 3(475) 4
Seffaf hlcre karsinomu 1(433} 2(467) 3
Toplam 4(45) 83{495) 87
Il. Evre 4(49) 41(491) 45
. Evre 0(40) 29(6100) 29 0,15
IV. Evre 0{40) 13(<100) 13
Derece 1 2(415) 11(485) 13 NS***
Derece 2 1{(43) 31(697) 32 NS
Derece 3 1{43) 39(497) 40 NS
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* 1 gegisli hiicre karsinomu, 1 skiiamdz karsinom, 1 Embriyonel karsinom, 2 yumurta kesesi

tiimdrii ve 2 graniiloz hiicre tiimérii analize dahil edilmemistir

** Fisher'in kesin testi ya da ki-kare testi kullanilarak belirlenen P degerleri: Serdz karsinom

ve milsindz karsinom karsilastrmasi p=0,014

*** NS=Onemli Degil

Endometriyal drneklerde, FRa, normalde %80 (4/5) (Sekil 17(A)), atipik
kompleks hiperplazide 4100 (6/6) {Sekil 17(B)) ve 88 endometrioid tiir ve 1 seffaf hiicre tird
de dahil adenokarsinomlarda %89 (80/90) oraninda ekspres edilmistir (Sekil 18 ve 19). Sekiz
endometrioid adenokarsinom skiiamdz metaplazi alanlarini igermistir. Normal
endometriyumda, membran boyama zayif ve apikal luminal sinirlarla sinirli olarak
gozlenmistir (Sekil 17(A)). Atipik kompleks hiperplazi ve karsinomlarda, boyama baskin
olarak luminal gdzlenmis ve ayrica bazi vakalarda lateral hiicre sinirlarinda gézlenmistir
(Sekil 17(B)). 3+ membran boyama varhginda, sitoplazmik boyama glglliden (Sekil 18(A))
zayifa (Sekil 18(B) ve {C) degiskenlik gdstermistir. 1+ ya da 2+ membran boyamali timaor
hiicreleri nadiren sitoplazmik boyama ekspres etmistir. Metaztatik skliamoz hicrelerin ve

seffaf hicrelerin gogunlugu orta ila glglii membran boyamasi sergilemistir. (Sekil 19{A) ve

(B)).

FRa ekspresyonu, 1. derece tiimérlerin %100'(inde, 2. derecenin %96'sinda ve 3.
derecenin %74'linde pozitif gergeklestirilmistir (1. derece ve 3. derece karsilastirmasi, p
degeri=0,0029; 2. derece ve 3. derece karsilastirmasi, p=0,034). FRa durumu T1 ve T2/3; NO

ve N1 ve |. evre ve I/l evre karsilastirmasina gére belirgin gdzlenmemistir.

Normal fallop tiiplerinin on yedi ¢cekirdegi, 16 kronik salpenjit érnegi ve 20 tubal
seroz karsinomun hepsi membran ve sitoplazmik boyama igin giiclti diizeyde pozitif olarak

belirlenmistir (Sekil 20 (A) - (C)).

ORNEK 18: Histolojik Kalin Bagirsak Orneklerinin Folat Reseptor Alfa Ekspresyonu igin

Degerlendirilmesi
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Kalin bagirsak doku 6rneklerinde FRa ekspresyonunu degerlendirmek igin
immunohistokimyasal calismalar ytritilmUstir. US Biomax'tan (katalog no BC051111) elde
edilen doku mikro dizilim {TMA) drnekleri kullanilarak analizler ylritilmastir. TMA, kalin
bagirsak kanseri oldugu bilinen deneklerden alinan S0 kopya doku 6rnegi ve 10 normal kalin
bagirsak érnegi icermistir. Ornekler, antikor 26B3 ile, Ornek 7'de agiklanan sekilde
boyanmistir. Kalin bagirsak kanseri oldugu bilinen deneklerden alinan 90 drnekten, 18'i
(%20) FRa ekspresyonu igin pozitif olarak belirlenmis, normal érneklerden higbiri pozitif
olarak belirlenmemistir. Ayrica pozitif boyama genel olarak orta ila zayif olarak belirlenmis

ve hastaligin evresiile gorinr bir iliski belirlenmemigtir.

ORNEK 19: Histolojik Tiroid Orneklerinin Folat Reseptor Alfa Ekspresyonu igin

Degerlendirilmesi

Tiroid doku drneklerinde FRa ekspresyonunu degerlendirmek igin
immunohistokimyasal ¢alismalar ylritlmstir. US Biomax'tan (katalog no TH802a) elde
edilen doku mikro dizilim (TMA) érnekleri kullanilarak analizler yiritilmustar. Ornekler,
antikor 26B3 ile, Ornek 7'de agiklanan sekilde boyanmistir. Tiroid papiller karsinom FRo
membran ekspresyonu igin giiglii seviyede pozitif (26/28, %93) ve 5 6rnegin timindn énceki
raperlara uygun sekilde FRa boyama icin negatif oldugu mediiller karsinomdan ayirt
edilebilir olarak belirlenmistir. ilging sekilde, folikiiler adenomlar makrofolikiler tipe ve
mikrofolikiller tipe, FRa ekspresyon icin sirasiyla 3/13 (%23) ve 18/22 (%82) pozitiflik ile
ayrilabilmistir. Ayrica bu TMA'da yer alan az sayida Hurthle hiicreli timor (2/3, %67) ve
foliktler karsinom (3/7, %43) drneklerinde de biraz pozitiflik gérilmustiir. Bu sonuglar Tablo

13'te 6zetlenmistir.
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Table 13 - Tiroid doku &rneklerinde FRa ekspresyonu

FRa pozitif  |FRa negatif
Tiroid Kanseri Histolojik Alt Tuiria (N = 78)

N(4) N({s)
Papiller karsinom, 28 (£ 36) 26 (£93) 2(47)
Meduller karsinom, 5 (£ 6) 0(40) 5(4100)
Folikiiler Adenom, makrofolikiiler tip, 13 (417} |3 (423) 10(477)
Folikiiler Adenom, mikrofolikiller tip, 22 (428) 18 (£82) 4(418)
Hurthle hiicreli timor, 3 (£ 4) 2 (467) 1({433)
Folikiiller karsinom, 7 (469) 3(443) 4 ({457)
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actgtaagtt acagttactt geactggrac CagCagaagt Cagg@tgectc cccccascte 120
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tctgggacst cLtactorct cacaatcagr agQigrygagg <tgaagatgrc tgocacttat 240
tactgoocagn agtanagtgg ttacccacts acgittoggrig chtgggaccaa getggagetg agoe
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130

240

340

360

189



<4J0> 44

cagrcaaaata atggggat:

<Z210> 4t

211> 331
212> DNA
«21 3>
«2il>
<gZ1x>
<221>

<4ClI> 45

ccagortott
agtgrtgata
cccaaastac
ggcagtgggt
Gcadcctatt
ctggagatca
2.0 46

<2ii= 15
<2:2» DNA

Yapay Lizilim

kaynak
/not="Yapay Dizilimin Aciklamasi: Sentetik poliniikleotid”

tggctgrgrce
cttatggcaa
tcatttatcet
cTaggacaga
actgtcayca

aacgggeotga

<213~ Yapay Dizilim

«ZZ20>

«221> kaynak

<223> /not=“Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

ol i goniikl eoti d”

<400 46
caccnotata

220> 47
wZ2iix 51
«~2.2> DNA

tgoac

<z223> Yapay Dizilim

<20

<22.> kaynak

<223> /not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

ol i goniikl eoti d”

<400> 47

aggattgatc ctgcgaatgy taatactaaa tatgaccega agttcocaggg

<2 0= 48
«2.1> 30
«232> DNA
213

<220>
<24l
«223>

Yapay Dizilim

kaynak
/not=*Yapay Dizilimin Agiklamasi:

ol i goniikl eoti d”

o]

gtggacyg

tctagggcag
taattttata
tgcatccaac
Sttoacooto
daataatgyy

tgctgoaceca

agggccacca
cactggtacco
ctagaatceg
accattgatce
gatccgLgga

a

100

tatccrgcag
agcagasaac
gggLcootge
crgrggagge

CgLLogelay

Sentetik

Sentetik

Sentetik

agccagtgaa
aggacagcra
caggticagt
tgatgatgct

aggcacCcaag

~
o

EP-17390

Ao

331

in
(W)



<4l0>

4B

gaggagygtgg cggactatan tatggactac

«<210>
«21ll»

<21Z>

49

ae .

0.

DNA

<2.3> Yapay Dizilim

«<220>

<221 kaynak
«223» /not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi: Sentetik poliniikleotid”

400> 49
J939cagags ttglgaagoe aQggyectca gLcaagiige cctgoacago
aazattaaan accactatat goactgggtg aagnagaggo ctganccaggg
attggaagga ttgatcoctge gaatygiaat actaadta®g acccgaaglt
JCooactataa Tageagidcac atcciccalc acagoctaco tacagcotcag
totgaggana ctgoogtcta ttactgtggt agagaggagg tggoggacia
tactyggygte ddgyaacctc agtcaccgblc tcctcageca aaacaacago
tatccantyg cccctgtgrg
/10> 20
<211> 33
<212> DNA
<213> Yapay Dizilim
L&l
<221> kaynak
.£r3. /not="Yapay Dizilimin Aciklamasi: Sentetik
ol i goniikl eoti d”
<40I> 50
agtgcaagte agggrattaa caattiitta aac
<21C0> 51
«211> 21
«212> DNA
«213> Yapay Dizilim
<dauw
<2Z1> kaynak
«333%» /not="Yapay Dizilimin A¢iklamasi: Sentetik
ol i gonukl eoti d”
«<4CC> SL

tarsacarcas gQLliiacacec a

210> 52
211> 27
<212> DNA

<213> Yapay Dizilim

LA
LY R

101

ttctggerts
cctggaghtgg
ccagggcaaq
cagoctgaca
tactatggac

cacatcggto

EP-17390

n

243
3
3€e]

3813

21



<2Z1> kaynak

<2Z23> /not="Yapay Dizilimin A¢iklamasi:

Sentetik

ol i goniikl eoti d”

<423> 52

cagcacttta gtaagcertice gQtggacyg

tgcaagrcayg
taaactccrg
cagtgggrtct
catatactat

ggaaatcaaa

<210~ 53
<211> 320
<222> DNA
~213> Yapay Dizilin
<220>
<221> kaynak
~223> [not="Yapay Dizilimin Agiklamasi: Sentetik poli nikl eotid”
<&00~ 53
az2toeh oo tgLengIstc ToLgggagac agagtcaccs tcagitgcag
J@gTatiaaca attttttaaa ctggtalcag cagaaaccag atggeactge
atotattata catraagttt acactcagga gtcocatcaa ggrticagtgg
gggacagatt attototcac catcageaac ctggaacoetg aagatattge
tgtcagract ttagtaager toagtggacg tiocggtggag goaccaagos
cgggrtgatg ctgoaccaac
<213> 444
<£11> 15
<212> DNA
<Z13»> Yapay Dizilim
xZl>
<221> kaynak
<£43» /not=“Yapay Dizilimin A¢iklamasi: Sentetik
ol i goniikl eoti d”
<4213> 54
agetatgoeca tgtot
«Z213> 55
<211» 51
<z12> DNA
<213~ Yapay Dizilim
<220
<22i> kaynak
«223» /not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi: Sentetik

ol i goniikl eoti d”

240> 48
ol

gaaattggra gtggigytag ttacanatag Tatacocagaca ctgtgacggg C

210>
<d1l»
<d12>
<Z13>

5€
27
DNA

Yapay Dizilim

102

EP-17390

27

€]
1217

190

15



«220>

<22:> kaynak

<223 /not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

ol i goniikl eoti d”

<400> 56

gaaactacyy cgggotactt =gactac

<210~
<211>
212>
213>

Ly
33e
DNA

«<2Z0>
“2il>
“2g3

<4II1> 57
tetggyyyay
ttcactttca
tgggtagoag
cgattcacca
sggtctgagy
tactgggqcc
<21l> 5B
<211> 33

<z12> DNA
«213x»

Yapay Dizilim

kaynak
/not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

gcttagtygag
gtagctatgs
aaattggtag
tctecagaga
acacggooat

aaggrCaccac

Yapay Dizilim

kaynak

geetygagyyg
cartgrittgy
tggtggtag=:

caatgQocaag

tuvvotgaaac
grtegoeagt
tazacctact

agcaccergt

* goaagggaaa

roorea

Sentetik

tcteetgtgo
crccagagaa
atccagacac
acctyggaaas

cLacqggcggq

1> /not=“Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi: Sentetik
ol i goniikl eoti d”

58

«<400>

2Gaacaagty agaatatttt cagrtarTea gza

5%
2%
DNA

<Z10»
<zl
<2la>
<z}3i»

A
[T
v

[ SNV ¥
VN

An
| S I 9

Yapay Dizilim

kaynak
/not="Yapay Dizilimin A¢iklamasi: Sentetik

ol i goniikl eoti d”

<400~ 53

aztgcaaaas ccttagoaga g

«2l10> &0
<211> 27
<21z~ DNA

<213> Yapay Dizilim

103

senteti k polinikl eoti d”

sgucteiygga
Jaggcoiggag
tgtgacggge
gagcagrctg

ctacrrtgac

EP-17390

120
1390
240

100

21



<220»>
<221> kaynak

«223» /not="Yapay Dizilimin A¢iklamasxi:

ol i goniikl eotid”

<42)> 60
caacataatt atgaottttcoo gtggacy

<2i0> 61

<211> 324

~2.2» DNA

<2.3> Yapay Dizilim

<220>
<221> kaynak

<223> /not="“Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

<400>» 61

ceagoctoun tatotgoatc tgtgggagaa actgtcacca
aatattrtcoa Quuatttage atggtalcag cagaaacagy
gtcotatastg caaasanctt agmagagggt gtgeocatgaa
gocacacagt tttcrctQaa gatcaacagf cZtgoagectqg

tgtcaasatn artatgattt tnogrggang ttoggtggag

cgggetgyatg ctgoassasc

<Z12> &2
<211> 15
«z12» DNA
<213> Yapay Dizilim

<l

<241> kaynak

<s213» /not="Yapay Dizilimin Ac¢iklamasi:
ol i goniikl eoti d”

«4Z0> 62

ggctacttta % gaac

<210 63
«Z2lis 51
<212> DNA
<213> Yapay Dizilim

«220=
222> kaynak

<223> /not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

ol i goniikl eoti d”

<q0- £3

Sentetik

Sentetik poliniikleotid”

tcacatgtog aacaagtgag
gaatatcico tcaqgectocetg
ggttoagrgg cagtggatca
aagattttqgqg gagrrtattac

gotocaaget ggaaatcaasas

Senteti k

Sentetik

cgtattt=te cttacaatgg tgatactttc tacmaccaga agticamaggg o

<210> €4
<2il> 21
«z1z2» DNA

EP-17390

€0
120
180

240

15



<213> Yapay Dizilim

220>
«221> kaynak

«Z223> /not="Yapay Dizilimin Ag¢iklamasi:

<400> 64
gggactcatrs actrizgacta ¢

<210~ &5

<Zt1> 3R6

<212> DNA

<z13> Yapay Dizilim

<LZlw
<z21> kaynak

«ZZ]» /not="Yapay Dizilimin Ac¢iklamasi:

<410> 65
ggacctgage tggtgaagoo tggggottca

tettttactg grtacittat gaactggghg

arttqQgacgrta tttiiccorta caatqQtgat

gucadattga ctgtagacaea atcctctage

tcrtgaggact Cctgeagreta Lttt gtgea

caaggeacasa ctetcastgt crocztoagec

gcooctggat ctgengecca aactaa

«<21lU> &b

<211> €

«21é> PRT

<213~ Yapay Dizilim

C
1= kaynak
i

«40C» €6
Higs Hi8 His His Kis H:ig
1 ]

gtgaagazat
atgcagagos
actttcraca
acagcccaca
agagggactc

aaaacgacac

> /not="Yapay Dizilimin Aciklamasi:

EP-17390

Sentetik oligoniikleotid”

Sentetik poliniikleotid”

ocTgoaagge
atggaaagag
accagaagtt
tggagctccg
arvractttga

coozatotge

Sentetik 6xHis etiket"”

105

TtIctgattac
ccttgagtgg
CaagqQQcagq
gagcctggeca
cractggggc

ctatccactg

21

60

120

180

247

308

362

3BE
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Lejant

Artiklar 1-24 (¢ift alt ¢izgi} = Sinyal Dizilimi (rh-FRa'da mevceut degildir)
Artiklar 41-53 (gblgeli) = MAb 9F3 (PTA-11887) epitop

Artiklar 68-80 ve 92-105 (golgeli) = MAb 24F 12 (PTA-11886) epitop
Artiklar 199-209 (golgeli} = MAb 26B3 (PTA-11885) epitop

Artiklar 236-257 (alti ¢izili) = GPl-baglayic: Dizilimi (rh-FRa i¢inde meveut degildir)
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NSCL adenokarsinomu: MAb 26B3 ve klon BN3.2 karsilastirmasi
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