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OZET
TUMORLERDE DiFERANSIYEL OLARAK IFADE EDILEN GEN
URUNLERI VE BUNLARIN KULLANIMI

Bulusa gore, tliimorle baglantili olarak ifadelendirilen gen {iriinleri ve bunlara
yonelik olarak kodlama yapan nikleik asitler tanimlanmistir. Mevcut bulus,
timorle baglantilh olarak ifadelendirilen bu gen (Uriinlerinin aberan olarak
ifadelendirildigi hastaliklarin tedavisi ve tanisi ile ilgilidir. Bulus, bunun yani sira
timorle baglantili olarak ifadelendirilen protein, polipeptit ve peptitler ile bunlara

yonelik olarak kodlama yapan niikleik asitlerle ilgilidir.
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I.

ISTEMLER

Bir timor baglantili antijeni ifadelendiren tiimdér hiicrelerinin tespit
edilmesine yonelik yontemde, bir antikor uygulamasidir, burada antikor,
timor baglantili antijene baglanir,

burada, antikor, SEQ ID NO: 142-148’den olusan gruptan se¢ilen bir
amino asit dizisine sahip bir peptit veya polipeptit ile bagisiklasgtirma
yoluyla elde edilir ve burada, tiimor dokusunda ifadelendirilen tiimor
baglantili antijen SEQ ID NO:16’ya gore aminoasit dizilimi igerir ve
saglikli normal dokuya kiyasla, timor baglantili antijenin deglikosile
gesidini gdsterir, burada, glikosilasyon, bir N-glikosilasyondur ve tiimor
bir mide tiimériidiir veya bir akcider tiimoriidiir ve yontem, biyolojik bir
ornekte timorle baglantili antijenin deglikosile edilmis varyantinin

saptanmasini igerir.

[stem 1°e gére uygulamadir, burada antikor bir monoklonal antikordur.
I[stem 2’ye gore uygulamadir, burada antikor, kimera &zellikle veya
insanlastirilmis bir antikor veya selektif olarak tiimorle baglantili antijenc

baglanan bir antikor fragmanidur.

Istemler 1 ila 3’ten herhangi birine gére uygulamadir, burada antikor bir

tani elemant ile eslestirilir.
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TARIFNAME
TUMORLERDE DiFERANSIYEL OLARAK IFADE EDILEN GEN
URUNLERI VE BUNLARIN KULLANIMI

Artan disiplinler aras1 yaklasimlara ve klasik terapi usullerinin tiim olanaklariyla
kullaniliyor olmasina karsin kanser hastaliklar: hala 6liim nedenleri siralamasinda
bas1 c¢ekmektedir. Yakin ge¢miste ortaya konan terapétik yaklagimlarda,
rekombinan timdr asilar1 ve antikor terapist gibi diger spesifik onlemlerin
uygulamaya konmasiyla hastanin bagisiklik sisteminin uygulanan terapotik
yaklasim ile biitiinlestirilmesi amaclanmaktadir. Bu tiir bir stratejinin basansi,
hastalarin  bagisiklik sistemindeki etkin giiglerin  disaridan midahaleyle
kuvvetlendirilmesi ve bu suretle tiimoére spesifik veya tliimor ile baglantih
antijenlerin, diger bir deyisle epitoplarin bagisiklik sistemi taratindan
taninmasinin saglanmasina baghdir. Tiimor hiicrelerinin yapisi, biyolojik olarak
kotiiciil olmayan asil hiicrelerin yapisindan oldukca tarklidir. Bu farkliliklar,
timor olusumu sirasinda meydana gelen genetik degisikliklerden kaynaklanir ve
kanser hiicrelerinde birgok degisime yol agarken gerek niteliksel gerekse
niceliksel agidan degigsime ugramig molekiiler yapilarim olusmasima da neden olur.
Spesifik olarak timdrle baglantili bir sekilde bagisiklik sisteminde ortaya ¢ikan bu
tir yapilarin tiimérii tasiyan konakegi tarafindan taminmasi dwrumu, timérle
baglantili antijen olarak tanimlanmaktadir. Tiimdrle baglantili antijenlerin
taninmasinda islevsel olarak birbiriyle baglantili iki birimden olusan 6zel hiicresel
ve hiimoral mekanizmalar kullanilir; Bir taraftan CD4' ve CD8' T lenfositleri,
Smuf II veya Simf T MHC (Temel Doku Uygunlugu Bileseni) molekiilleri
izerinde gosterilen isleme tabi tutulmus antijenleri tanirken lenfositleri, devridaim
yapan ve dogrudan igleme tabi tutulmamis antijenlere baglanan antikor
molekiillert tliretir. Timoérle baglantili antijenlerin klinik terapisi ac¢isindan
potansiyel onemi, ur vapisindaki hiicrelerin lizerindeki antijenlerin bagisiklik
sistemi tarafindan taninmasiin sitotoksik Effekton mekanizmalarimi tetiklemesi

ve T yardimer hiicrelerin mevcudiyeti durumunda kanser hiicrelerinin bertaraf
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edilmesine olanak vermesiyle kendini gostermektedir (Pardoll, Nat. Med. 4:525-
31, 1998). Buna gore tiimor immiinolojisi biliminin temel amaci, bu tiir yapilarin
molekiiler agidan tamimlanmasidir. Bu antijenlerin molekiiler yapisi, uzun siire
gizemini korumustur. Ancak ilgili Kklonlama tekniklerinin gelistirilmesi
sonucundadir ki sitotoksik T lenfositlerin (CTL) hedef yapilarinin prob olarak
analizi yoluyla (van der Bruggen et al., Science 254:1643-7, 1991) diger bir
deyisle devridaim yapan otoantikorlar ile (Sahin et al., Curr. Opin. Immunol.
9:709-16, 1997) 6zel cDNA tiimor tanimlama bankalarimin tiimérle baglantih
antijenler tlizerinde sistematik bir sekilde gosterilmesi miimkiin olmustur. Bu
islemde cDNA tanimlama bankalan, zinde timor dokusu tzerinde iretilmis ve
uygun sistemler iginde protein olarak rekombinan yapida ifade edilmistir. lgili
antijenlerin klonlanmasi igin hastalardan izole edilmis bagisiklik efektorleri, yani

timore 6zel lizis 6rnedi veya devridaim yapan antikorlar kullanilmistir.

Son yillarda bu tiir yaklasimlarla bircok neoplazi vakasinda antijen tanimlamas:
yaptlmistir. Aslinda yukarida tanimlanan klasik yontemlerde hastalardan alinan,
kural olarak ileri derecede kanserli bagisiklik efektorleri (devridaim yapan
otoantikorlar veya CTL klonlar1) prob olarak kullamlir, Baz1 aragtirma sonuglar,
timorlerin - T hiicrelerinin  tolerize edilmesi ve acze dismelerine neden
olabilecegini ve hastaligin seyri sirasinda bagisikhik efektor dagarcign igindeki
etkili bagisiklik tepkisi vermelerini  saglayabileccek spesifik  ozelliklerin
kayboldugunu gdstermistir. Hastalar izerinde yapilan giincel arastirmalarda hentiz
su ana kadar tespit edilen ve kullanilan tiimorle baglantili antijenlerin gercek
etkisi ile ilgili kesin bir kamit elde edilememistir. Buna goére anlik bagisiklik
tepkilerini tetikleyen proteinlerin yanhis hedef vapisi olmasi ihtimali de

mimkindir.

Mevcut bulusun amaci, hedef yapilarin kanser hastaliklarinin tani ve tedavisinde

kullanilmasinin saglanmasidir.
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Bu amag, bulus uyarinca patent istemleri kapsaminda yerine getirilmektedir.

Bulusa gore, timorle baglantili olarak ifade edilen antijenlerin ve bunun igin
kodlanan niikleik asitlerin taninmasi ve hazir hale getirilmesi amacina yonelik bir
strateji izlenmistir. Bu strateji, organlara spesifik olarak, 6megin sadece kalin
bagirsak, akcier veya bobrek dokusuna spesifik olarak ifade edilen belirli
genlerin 1ilgili organlarda ayn1 zamanda timor hicrelerinden ve bunun yani sira
diger dokulardaki tiimér hiicrelerinde ektopik ve izinsiz olarak tekrar
canlandirlmas1 olgusu iizerine bina edilmektedir. Oncelikle veri madenciligi
yoluyla organa spesifik tim taninan genlerin mimkiin oldugunca eksiksiz bir
listesi diizenlenir ve bunlar daha sonra spesifik RT-PCR yontemi vasitasiyla
yapilan ifade analizleri yoluyla gesitli tiimorler iginde anormal etkinlestirmeye
tabi tutulmamalari agisindan degerlendirilir. Veri madenciligi, tiimorle baglantili
genlerin tespit edilmesi i¢in uygulanan taninmis bir ydntemdir. Geleneksel
stratejilerde kural olarak normal doku bankalarinin transkriptomlan elektronik
olarak timorlii doku bankalarmmdan ¢ikarilir, bu iglem sonunda kalan genlerin
timore spesifik oldugu varsayilir (Schmitt et al., Nucleic Acids Res. 27: 4251-60,
1999; Vasmatzis ¢t al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurle et
al., Cancer Res. 60:4037-43, 2000).

Bulusa gore, ¢ok daha basarih oldugun kanitlannus olan konsept, veri
madenciliginin organa spesifik tiim genlerin elektronik ¢ikarimi igin kullanimi ve
daha sonra bunlarin tlimérlerde ifade edilmesi konusunda degerlendirmeye tabi
tutulmasina dayanmaktadir. Mevcut 6greti, bu sekilde bir yoniiyle dokuya spesifik
ve tiimorlerde diferansiyel olarak ifade edilmis genlerin taninmasina yénelik bir
strateji ile ilgilidir. Bu strateji, kamu dizi bankalarindaki ("in silico ortamda’) veri
madenciligi ve onu takip eden degerlendirme amacghi deneysel laboratuar

arastirmalarini ("wet bench arastirma"} kombine eden bir stratejidir.

iki degisik biyoenformatik senaryo iizerine kurulu kombine bir strateji, bulusa
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gore yenl timor genlerinin taninmasina olanak saglamistir. Bunlar, bugline kadar
sadece organa spesifik olarak simiflandirilmistir. Bu genlerin aberan olarak tiimor
genlerinde aktive edilebildigi bilgisi, bunlara islevsel ¢ikarimlara olanak veren
yeni bir nitelik ézgiilemeyi miimkiin kilmaktadir., Tiimérle baglantili bu genlerin
ve bunlarla kodlanan gen iirlinlerinin taninmasi ve kullanima hazir hale

getirilmesi, imunojen bir etkiden bagimsiz olarak meydana gelmistir.

Timorlere bagh tanimlanan antijenler, {a); SEQ ID NO: 1-8, 41-44, 51-59, 84,
117, 119 ve 138 olan gruptan, onun bir béliimiinden veya tiirevinden secilmis bir
niikleik asit dizilimini kapsayan niikleik asitten, (b): (a) paragrafindaki niikleik
asit ile baglayici kosullar altinda melezlestirilen bir nikleik asitten, (c): (a) ve (b)
paragrafindaki niikleik asitlerle iligkili olarak dejenere edilen bir niikleik asitten ve
(d): (a), (b) ve (c) paragrafindaki niikleik asitleri tamamlayict nitelikte olan bir
niikleik asitten meydana gelen gruptan secilen bir niikleik asit tarafindan kodlanan
bir aminoasit dizisi gostermektedir. Tercih edilen bir uygulama usuliinde tiimdorle
baglantih tanimlanmig bir antijen, SEQ ID NO: 1-8, 41-44, 51-59, 84, 117, 119 ve
138 dizilimden olugan bir gruptan secilmis bir niikleik asit ile kodlanmig olan
amino asit dizilimi gostermektedir. Bir baska tercih edilen uygulama tarzinda ise
tiimdrle baglantili tanimlanmis bir antijen, SEQ ID NO: 9-19, 45-48, 60-66, 85,
90-97, 100-102, 105, 106, 111-116, 118, 120, 123, 124, 135-137, 139 ve 142-150
dizilimden olusan bir gruptan, onun bir kism1 veya tiirevinden segilmis bir amino

asit dizilimi gostermektedir.

Mevcut agiklama, genel olarak agiklamaya uygun olarak tanimlanan tiimdrle
baglantili antijenlerin veya bunlarin bir kisminin veya tiirevlerinin veya bunun
icin kodlanmis niikleik asitlerin veya kodlayan niikleik asitlere kargi yoneltilmis
niikleik asitlerin veya tiimérle baglantili tamimlanan antijenlere veya bunlarin bir
kismina veya tiirevlerine karsi yoneltilmis ntikleik asitlerin tedavi ve tani igin
kullanimini igermektedir. Bu kullanim, tani, tedavi ve stre¢ kontrolii i¢in tek tek

antijenleri kapsadigi gibi, bu antijenlerden olusan kombinasyonlari, islevsel
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kisimlari, niikleik asitleri, antikorlart ve baska d6geleri de kapsayabilir ve kullanim
bicimi olarak diger tiimorle baglantili gen ve antijenlerle kombinasyon da

yapilabilir.

Tedavi ve/veva tami ig¢in tercih edilen hastaliklar, aciklama uyarmca timorle
baglantili tanimlanan antijenlerden birt veya birkagiyla ilgili selektif

ifadelendirme veya anormal ifadelendirme bulunan hastalhiklardir.

Aciklama, tiimdr hiicrelerine bagh olarak ifadelendirilen niikleik asit ve gen

uriinlerini de kapsamaktadir.

Mevcut teknik Ogreti, ayrica gen liriinlerini, diger bir deyisle bilinen genlerin
degistirilmis birlestirimi (baglanti degiskenleri) veya alternatif agik okuma
cergeveler1 kullanilarak yapilan degistirilmis aktarimi yoluyla olusan niikleik
asitleri ve proteinleri, yani peptitleri de kapsamaktadir. Bu kapsamda dizilim
protokoliiniin SEQ ID NO: 3-5 olan dizilimlerden olugan gruptan segilen niikleik
asitler aciga ¢ikar. Bildirimi yapilan 6greti, bu kapsamda bunun disinda, dizilim
protokoliiniin SEQ ID NO: 10 ve 12-14 dizilimlerinden olusan gruptan secilmis
amino asit dizilimini igeren protein veya peptitleri de kapsamaktadir. A¢iklamada
yer alan baglanti degiskenleri, tiimdr hastaliklarmin tam ve tedavisinde

kullanmilabilir dzelliktedir.

Mevcut 6greti, 6zellikle dizilim protokoliiniin SEQ ID NO: 10 uvarinca, bulus
uyarinca tanimlanan alternatif agik okuma tarama Ortintisi ile kodlanan ve
yukarida tanimlanan protein diziliminden (SEQ 1D NO:9) proteinin N ucunda 85

ilave amino asitle farklilasan bir aminoasit dizilimini de kapsamaktadr.

Baglant1 degiskenlerinin olusumu, asagidaki érneklerde goriildiigii gibi ¢ok cesitli

mekanizmalarin olusumuna bagl olabilmektedir:
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e degisken transkripsiyon baslatma noktalarinin kullanimai,

« ilave ekson kullanimui,

+ miinferit veya birkac eksonun tamamen veya parca parcga birlestirilmesi,

e degisime ugratilmis birlestirim diizenleyici dizilerin mutasyonu (yeni
verici/alici dizilimlerin silinmesi veya yaratilmasi),

« intron dizilimlerinin tamamlanmamis eliminasyonu.

Bir genin degisime ugratilmis birlestirimi, degistirilmis transkript dizilimine
(baglant1 degiskenine) yol acar. Bir baglanti degiskeninin kendi degistirilmis
dizilim kisminda aktarilmasi durumunda 6zgiin yapisindan yapi ve islev olarak
onemli Slgiide farklilik gosterebilen degisime ugramis bir protein ortaya cikar,
Tlimorle baglantili baglanti degiskenlerinde tliimérle baglantih transkriptler ve
timorle baglantili proteinler/antijenler ortaya cikabilmektedir. Bunlar, gerek
timor hiicrelerinin kaniti gerekse tlimdrlerin terapotik hedeflenmesine yonelik
molekiiler isaretleyici olarak kullamlabilir. Timdr hiicrelerinin 6rnegin kan,
serum, 1lik, balgam, brons lavaji, viicut salgilart ve doku biyopsilerinde tespiti,
buluga gbre o©Omegin  nikleik asitlerin  baglanti  degiskenlerine  dzgi
oligoniikleotitlerle PCR amplifikasyonu vasitasiyla ekstrasyonu yoluyla
yapilabilmektedir. Tliimdrle baglantih olan ve en azindan biri baglayici kosullar
altinda baglantt defiskeni bdlgesine baglanmis olan primer ¢iftler, dzellikle
oligoniikleit olarak uygundur. Agiklama uyarinca o&rneklerde bu amagla
tanimlanan oligoniikleitler, 6zellikle dizilim protokoliinde SEQ ID NO: 34-36, 39,
40 ve 107-110 olan diziden segilen bir dizilim gdsteren veya kapsayan kapsayan
oligoniikleitler uygundur. Kanit olarak dizilime bagli tiim tespit sistemleri
uygundur. Bunlar arasinda PCR ydntemi yani sira érnegin gengip / mikro dizilim
sistemleri, Northern-Blotlama, RNA koruma 6l¢timleri (RDA) vb. bulunmaktadir.
Tespit isleminin en az bir baglanti degiskenine spesifik niikleik asit dizilimli
spesifik melezlestirme islemine dayandirilmasi, tim tespit sistemlerinin ortak
yanidir. Timor hiicrelerinin  tespiti, baglanti degiskeni lzerinden kodlanan

spesifik bir epitopu taniyabilen antikorlar lizerinden de yapilabilmektedir. Antikor



10

15

20

25

30

01341-P-0009

tretimi i¢in bu baglanti degiskenine 6zgli olan peptitler bagisiklik kazandirmak
icin kullanilabilir. Bildirimi yapilan &greti, bu bakimdan 6zellikle dizilim
protokoliindeki SEQ ID NO: 17-19, 111-115, 120 ve 137 diziden secilmis bir
dizilim gosteren veya kapsayan peptitleri ve buna karsi yonlendirilmis spesifik
antikorlar1  kapsamaktadir. Timor hiicrelerinin  tespiti, tlimdre spesifik
degistirilmis glikosilasyon degiskenlerini taniyan antikorlarla da yapilabilir. Bu
tir antikorlarin olusturulmast icin timor hiicrelerinde ve saglikli hiicrelerde
glikosilasyona baghh olarak ayirt edilen peptit boélgeleri de kullanilabilir.
Aciklama, bu bakimdan &zellikle dizilim protokoliniin SEQ ID NO: 17-19, 111-
115, 120, 137 ve 142-145 dizisinden secilen bir dizilim gdsteren veya kapsayan
ve buna karsi yonlendirilen spesifik antikorlari kapsamaktadir, Asparagin, N
baglantili seker kalintilarinin endojen deglikosilasyonu yoluyla aspartik aside
doniistiriliir. Bu nedenle bulusa gore burada tanimlanan proteinler, tiimdre
spesifik dizilim degisikligine ugramis olabilir ve bu sekilde baska biyokimyasal
ve antikor baglanim 6zellikleri gosterebilir. Bildirimi yapilan 6greti, bu bakimdan
ozellikle dizilim protokoliniin SEQ ID NO. 146-150 dizisinden segilen bir dizilim
ghsteren veya kapsayan peptitleri ve bunlara karsi yonlendirilmis spesifik
antikorlan kapsamaktadir. Bagisiklastirma i¢in gen Uriiniiniin tercihen saghkh
hiicrelerde olusan degiskenine/degiskenlerine belirgin epitop farkliliklan gosteren
amino asitler &zellikle uygundur. Bu meyanda tiimdr hiicrelerinin antikorlarla
kamtlanmasi, hastadan izole edilen bir prob veya intravendz yoldan uygulanan
antikorlarla yapilan goriintiileme ile yapilabilir. Yeni veya degistirilmis epitop
gdsteren baglanti degiskenleri, tanisal amacgli kullanilabilmelerinin yaninda
bagisiklik terapisi igin de cazip hedef olusturmaktadir. Epitoplar, terapotik olarak
etkili monoklonal antikorlarin veya T lenfositlerin hedeflendirilmesinde
kullanilabilir. Pasif bagigiklik terapisinde baglanti degiskenlerine spesifik
epitoplar1 tamyan antikorlar veya T lenfositler, adoptif olarak transfer edilebilir.
Antikorlarin olusturulmasi, diger antijenlerde oldugu gibi bu epitoplarn igeren
polipeptitleri kullanarak standart teknolojilerle de (hayvanlarin bagisiklastirilmasi,

rekombinan antikorlarin izolasyonuna yonelik lavaj stratejileri) yapilabilir.
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Alternatif olarak bu epitoplar igeren oligopeptit ve polipeptitleri kodlayan niikleik
asitler de bagisiklastirma icin kullanilabilir. Epitopa 6zgii T lenfositlerin in vitro
ve in vivo ortamlarda olusturulmasma yénelik cesitli teknikler bilinmektedir ve
ayrintili bir sekilde tanimlanmustir (6rnegin Kessler JH, et al. 2001, Sahin et al.,
1997 karsilastiriniz) ve ayni zamanda baglanti degiskenlerine spesifik epitoplar
iceren oligopeptit veya polipeptitlerin veya bunlan kodlayan niikleik asitlerin
kullanimina dayanir. Baglanti degiskenlerine 6zgii epitoplar igeren oligopeptit
veya polipeptitler veya bu polipeptitleri kodlayan niikleik asitler, farmasotik
anlamda etkili maddeler olarak aktif bagisiklik tedavisinde (asilama, as1 terapisi)

kullanilabilir.

Meveut durumda normal ve tlimorlii dokularda ikincil moditikasyonlarinin cins ve
miktari ile farkhilik gosteren proteinler de tamimlanmaktadir (Ornegin Durand &
Seta, 2000; Clin. Chem. 46: 793-805; Hakomori, 1996; Kanser Arastirma
Calismasi 56: 5309-18).

Protein  modifikasyonlarmim  analizi, Western  blotlama  teknigi  ile
yapilabilir.Ozellikle kDa bilyiikliigii nispeten fazla olan glikosilasyonlar, SDS-
PAGE yonteminde ¢éziillen hedef proteinde daha bilyiik bir toplam kitle
olusmasina yol agar. Spesifik O ve N glikosidik baglantilarin kamiti igin
proteolizatlar mahiyetinin degistirilmesi oncesinde SDS wvasitasiyla O veya N
glikosilatlar1 ile inklibasyona tabi tutulur (PNgase, Endoglykosidase €F,
Endoglykosidase H, Roche Diagnostics gibi {ireticilerin verilerine dayanarak).
Takiben Western blotlama uygulanir. Bir hedef proteinin boyutunun kiigiiltiilmesi
isleminde glikosidazla inkiibasyondan sonra spesifik bir glikosilasyon
kamtlanabilir ve bu yolla bir modifikasyonun tiimér 6zelligi de analiz edilebilir.
Timor hiicrelerinde ve saghkli hiicrelerde diferansiyel olarak glikosile olan
protein alanlan 6zellikle ilgingtir. Ancak bu tiir glikosilasyon farkliliklari, su ana
kadar (6rnegin Mucl gibi) ¢ok az sayida hiicre yilizeyli proteinleri i¢in

tanumlanmustir.
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Bulusa gore, Claudin-18 i¢in tiimorlerde diferansiyel bir glikosilasyonun varhigi
kanitlanmugtir.  Sindirim sistemi kanseri, pankreas kanseri, yemek borusu
timorleri, prostat tiimérleri ve akcider timdorleri, Claudin-18'in daha az glikosile
olmus bir bigimini ihtiva etmektedir. Saglikli dokulardaki glikosilasyon, tliméor
hiicreleri lizerinde glikosilasyon olmamasi nedeniyle agikta kalmis olan Claudin-
18'in protein epitoplarint maskelemektedir. Bulusa gére, buna uygun sekilde bu
alanlara baglanan ligand ve antikorlar secilebilmektedir. Bulug uyarinca bu tiir
ligand ve antikorlar, saglikli hiicreler iizerindeki epitoplar glikosilasyon sonucu

maskelenmis oldugu igin bu hiicrelerin tizerindeki Claudin-18'e baglanmazlar.

Bunun sonucunda, diferansiyel glikosilasyon, yukarida tiimérle baglantili baglanti
degiskenlerinden tiiretilen protein epitoplan igin yapilan tanimlamaya benzer
olarak normal hiicrelerin ve tiimor hicrelerinin tan1 ve tedavi amaciyla ayurt

edilmesinde kullamilabilir.

Aciklama, bir yonlyle ac¢iklamaya gore tamimlanan tiimorle baglantili antijenleri
taniyan ve tercihen agiklamaya gore tanimlanan tlimérle baglantili antijenin
ifadesini veya anormal ifadesini gdsteren hiicreler igin secilmis olan bir araciy
kapsayan farmasdétik bir bilesimle ilgilidir. Bu araci, belirli uygulama usulleriyle
hiicre 6liimii endiiksiyonu, hiicrenin bilyiimesinin azaltilmasi, hiicre membraninin
hasara ugramasi veva sitokinlerin sekresyonunda etkili clabilmekte ve tercihen
timori engelleyici bir faaliyet gostermektedir. Araci, uygulama usullerinden
birinde selektif olarak tiimorle baglantili antijen i¢in kodlama yapan niikleik asitle
melezlestirilen antisens bie niikleik asittir. Araci, bir diger uygulama usuliinde
selektif olarak tlimorle baglantili antijene baglanan bir antikor, 6zellikle tlimérle
baglantih antijene baglanan kompleman olarak aktive edilen veya toksine konjuge
bir antikordur. Araci, bir baska uygulama usuliinde her seferinde selektif olarak
degisik tiimorle baglantili antijenleri taniyan bir¢ok maddeyi kapsamaktadir ki
burada tlimorle baglantili antijenlerden en az biri, aciklamaya uygun olarak

tanimlanmis tiimorle baglantili  antijendir. Tanimanmn dogrudan faaliyetin
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engellenmesi  veya antijenin ifadelendirilmesi yoluyla olmas1 gerekmez.
Aciklamasi yapilan teknik Ogretinin bu bakis agisinda selektif olarak tiimor
lizerine simirh antijen, tercihen etkileyici mekanizmalarin bu spesifik bolgeye
dogru cekilmesi igin isaretleme islevi gOrmektedir. Araci, tercih edilen bir
uygulama usuliinde antijeni HLA molekiil {izerinde taniyan ve bu tiir isaretlenmis
hiicreleri ¢6zen sitotoksik bir T lenfosittir. Araci, bir diger uygulama usuliinde
selektif 1 olarak timorle baglantili antijene baglanan ve yapay etkileyici
mekanizmalari bu hiicreye dogru ¢eken bir antikordur. Araci, bir baska uygulama
usuliinde spesifik olarak bu antijeni tanmyan diger hiicrelerin etkileyici

mekanizmalarm giiclendiren bir T yardime1 lenfosittir.

Aciklamas1 yapilan Ogreti, bir ydniiyle bulusa uygun olarak tanimlanan bir
timorle baglantili antijenin ifadesini veya faaliyetini engelleyen bir araciy: ihtiva
eden farmasotik bir bilesimle ilgilidir. Bu araci, tercih edilen bir uygulama
usuliinde se¢imli olarak tiimorle baglantili antijen i¢in kodlama yapan niikleik
asitle melezlestirilen antisens bir niikleik asittir. Araci, Araci, bagska uygulama
usuliinde segimli olarak timérle baglantih antijene baglanan bir antikordur. Araci,
bir diger uygulama usulinde her seferinde seelektif olarak farkh tiimorle
baglantih antijenlerin ifade veya faaliyetini engelleyen birgok maddeyi
kapsamaktadir ki burada tiimérle baglantih antijenlerden en az birisi, agiklamaya

uygun tanimlanmig timérle baglantili bir antijendir.

Aciklamas: vyapilan &greti, bunlarin  yaninda verildiginde selektif olarak
aciklamaya gore tanimlanmis tiimdrle baglantili antijende HLA molekiili ile
peptit epitop arasindaki komplekslerin miktarini artiran bir araci igeren farmasdétik
bir bilesimle ilgilidir. Bu araci, bir uygulama usuliinde (i) tiimérle baglantili
antijen veva onun bir kismindan, (ii) timoérle baglantili antijen veya onun bir
kismi i¢in kodlama yapan bir niikleik asitten (iii) tlimorle baglantili antijen veya
onun bir kismini ifadelendiren bir konakc¢i hiicreden ve (iv) timdrle baglantili

antijenden kaynaklanan peptit epitoplar ile bir MHC molekiil arasindaki izole

10



10

15

20

25

30

01341-P-0009

komplekslerden olusan gruptan secilmis olan bir veya birgok bilesenden
olusmaktadir. Araci, bir uygulama usullinde her seferinde selektif olarak, tiimorle
baglantili antijenlerden en az birinin ac¢iklamaya uygun olarak tanimlanmis
timorle baglantili antijen oldugu durumda, tiimdérle baglantili farkli antijenlerin
MHC molekilleri ve peptit epitoplar: arasindaki kompleks miktarlarimi artiran

cesitli aracilar ihtiva etmektedir.

Bunun yani sira aciklamasi yapilan 6greti, (i) agiklamaya gore tamimlanmig
timorle baglantihi bir antijen veya onun bir kismundan (11) agiklamaya gore
tamimlanmis tlimorle baglantili bir antijen veya onun bir kismi i¢in kodlama yapan
bir niikleik asitten, (ii1) agiklamaya gore tanimlanmis bir tiimdrle baglantili
antijene veya onun bir kismina baglanan bir antikordan, (iv) spesifik olarak
agiklamaya gore tanimlanmus bir timorle baglantili antijen i¢in kodlama yapan bir
niikleik asitle melezlestirilen bir antisens niikleik asitten, (v) agiklamaya gore
tamimlanmig bir tiimorle baglantili antijeni veya onun bir kismum ifade eden bir
konak¢1 hiicreden ve (vi) aciklamaya gére tanimlanmis bir timorle baglantili
antijen veya onun bir kismu ile bir HLA molekiil arasindaki izole komplekslerden
olugan bir gruptan seg¢ilmis olan bir veya birka¢ bileseni igeren parmasotik bir

bilesim ile ilgilidir.

Agiklamaya gdre tammlanms timdrle baglantili bir antijen veya onun bir kismi
icin kodlama yapan bir niikleik asit, parmasétik bilesimde bir ifade vektdriinde

bulunabilir ve islevsel olarak bir kolaylastirici ile baglantilt olabilir.

Bir farmasdétik bilesimin iceriginde bulunan konakgi hiicre, timérle baglantili bir
antijeni veya onun bir kismim tecrit edebilir, yiizeyde ifade edebilir veya ilave
olarak tiimdrle baglantili antijen veya onun bir kismuna baglanan bir HLA
molekiiliinii ifade edebilir. Uygulama usullerinden birinde konake¢: hiicre, HLA
molekiiliinii endojen olarak ifade etmektedir. Konakg1 hiicre, bir baska uygulama

usulinde HLA molekiiliini ve/veya tiimdrle baglantili antijen veya onun bir
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kismini rekombinan olarak ifade etmektedir. Konakgr hiicre, tercihen proliferatif
ozellikte degildir. Konake¢1 hiicre, tercih edilen bir uygulama usuliinde antijen

ortaya ¢ikaran bir hiicre olup 6zellikle bir monosit veya bir makrofajdir.

Farmasdtik bir bilesimin iceriginde bulunan bir antikor, monoklonal bir antikor
olabilir. Antikor, diger uygulama usullerinde kimera &zellikli veya insanlastirilmis
bir antikordur, dogal bir antikorun bir fragmanidir, veya birlesimsel tekniklerle
tiretilebilen bir sentetik antikordur. Antikor, tedavi veya tani agisindan yararli bir

aract veya madde ile baglanmis olabilir.

Farmasdétik bir bilesimde bulunan antisens niikleik asit, agiklama geregince
tanimlanmig bir tlimorle baglantili antijen i¢in kodlama yapan bir niikleik asitten
6-50, ozellikle 10-30, 15-30 veya 20-30 niikleotidin birbirine baglh oldugu bir

dizilim icerebilir.

Diger uygulama usullerinde agiklamaya uygun farmasotik bir bilesim vasitasiyla
dogrudan veya bir niikleik asidin ifadelendirilmesiyle olusturulan tiimorle
baglantih antijen veya onun bir kism, hiicrelerin yiizeyindeki MHC molekiillerine
baglanmir ki bu baglanma, tercihen sitolitik bir reaksiyonu tetikleyen ve/veya

sitokin salinimini tesvik eden bir baglanmadir.

Farmasétik bir bilesim, farmasétik agidan uyumlu bir tasiyict ve/veya bir adjuvan
icerebilir. Adjuvan; saponin, GM-CSF, CpG niikleotitleri, RNA, bir sitokin veya
bir kemokinden segilmis olabilir. Bir farmasétik bilesim, tercihen bir tiimorle
baglantih antijenin selektif ifadelendirilmesi veya anormal ifadelendirilmesi ile
kendini gosteren bir hastahifin tedavisi i¢in uygulanir. Hastalik, tercih edilen bir

uygulamada kanserdir.

Aciklamasi yapilan Ogreti, bunun vaninda bir veya bir¢ok tiimérle baglantili

antijenlerin ifadelendirilmesi veya anormal ifadelendirilmesi ile kendini gbsteren

12



10

15

20

25

30

01341-P-0009

bir hastaligin tedavisi, tanis1 ve/veya takibine yonelik bir yontem ile ilgilidir.

Tedavi, bir uygulama usuliinde tarmasoétik bir bilesim verilmesini kapsamaktadir.

Hastalik, tercihen kanserdir ve "kanser” terimi, bunlarla sinirli olmamak iizere,
kan kanseri, erbezi kanseri, melanom, teratom, beyin uru, bébrek, bdbrekiistii
bezi, tiroit bezleri, bagirsak, karaciger, kalin bagirsak, mide, sindirim sistemi, lenf
bezi, yemek borusu, kolorektal, pankreas, girtlak, burun, kulak (kulak-burun-
bogaz), gOgiis, prostat, rahim, yumurtalik ve akcier kanserlerini ve bunlarin

metastazlarim kapsamaktadir.

Agiklama, bir yonlyle aciklamaya gére tanimlanmis tiimérle baglantili bir
antijenin ifade edilmesi veya anormal ifade edilmesi ile kendini gdsteren bir
hastaliga tani konulmasina ydnelik bir yontem ile ilgilidir. Ydntem, bir hastadan
izole edilen biyolojik drnekte (i) tiimérle baglantili bir antijeni kodlayan bir
niikleik asidin veya onun bir kisminin ve/veya (ii} timorle baglantili antijenin
veya onun bir kisminin ve/veya (ii1) timorle baglantili bir antijen veya onun bir
kismina kars1 yonlendirilen bir antikorun ve/veya (iv) tiimorle baglantili antijen
veya onun bir kismi igin spesifik olan sitotoksik veya yardimc1 T lenfositlerin
kamtlanmasimi kapsamaktadir. Kamit, belirli uygulama usullerinde (i) biyolojik
ornegin spesifik olarak timorle baglantili bir antijen veya onun bir kism igin
kodlama yapan bir niikleik aside, timorle baglantili antijene veya onun bir
kismina, antikora veya tiimdrle baglantili antijen veya onun bir kismi igin spesifik
olan sitotoksik veya yardimci T lenfositlere baglanan bir araciyla temas
ettirilmesini ve (ii) aract ile niikleik asit veya onun bir kismi, tlimorle baglantili
antijen veya onun bir kismi, antikor veya sitotoksik veya vardimer T lenfositler
arasindaki kompleks olusumunun kamitlanmasin kapsamaktadir. Hastalik, bir
uygulama usuliinde bir¢cok farkli tlimérle baglantili antijenlerin ifadesi veya
anormal ifadesi ile Kkendini gdstermektedir ve kanit, bir¢ok farkli tiimoérle
baglantili antijenler: kodlayan bir¢cok nukleik asitin veya onlarin bir kisminin

kanitini, bir¢ok farkli timérle baglantili antijenlerin veya onlarin bir kisminin
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kanitini, timorle baglantili bircok farkli antijene veya onlarin bir kismina
baglanan bir¢ok antikorun kanitimi veya tiimdrle baglantili bir¢ok antijen igin
spesifik olan bircok sitotoksik veya yardimer T lenfositlerin kanitlanmasini
kapsamaktadir. Bir diger uygulama usuliinde hastadan izole edilen biyolojik

ornek, kiyaslanabilir normal bir biyolojik 6rnekle kiyaslamaya tabi tutulur.

Aciklanan 6greti, bir baska bakimdan bir hastalifin gerilemesi, gelisme siireci
veya ortaya ¢ikisinin belirlenmesine yonelik, agiklamaya gore tanimlanmig timor
baglantili bir antijenin ifadelendirilmesi veya anormal ifadelendirilmesi ile
kendini gosteren ve hastalik tanist almis veya (i) timdrle baglantili antijen icin
kodlama yapan bir kiime antijenden veya onun bir kismindan, (ii) tiimdrle
baglantili bir kiime antijen veya onun bir kismindan, (iii) tiimorle baglantih
antijen veya onun bir kismina baglanan bir kiime antikordan ve (iv) tlimorle
baglantili antijen veya onun bir kismi ile bir MHC molekiil arasindaki komplekse
spesifik olan bir kiime sitolitik T hiicresi veya yardimer T hiicresinden olusan
gruptan segilen bir veya birkag¢ parametre itibariyle hastahga yakalanma siiphesi
bulunan bir hastadan alman O6megin goézlemlenmesini igeren bir ydntemi
kapsamaktadir, Yontem, tercihen parametrenin veya parametrelerin alinan birinci
ve ikinci bir dmekte belirli zamanlarda belirlenmesini ve bu sekilde her iki
Ornegin kiyaslanmasiyla hastaligin gidisatinin tespit edilmesini kapsamaktadir.
Hastalik, belirli uygulama usullerinde tiimérle baglantili birgok farkli antijenin
ifadelendirilmesi veya anormal ifadelendirilmesi ile kendini gdstermektedir ve
gdzlemleme, (i) timorle baglantili birgok farkh antijen veya onlarin bir kismi igin
kodlama yapan bircok niikleik asitten olusan bir kiimenin ve/veya (ii) tiimorle
baglantihh birgok farkli antijenin veya onlarin bir kismunin oldugu bir kiimenin
ve/veya (i11) timorle baglantili bir¢ok farkli antijene ve bunlarin bir kismina
baglanan bir¢ok antikordan olusan bir kiimenin ve/veya (iv) timdérle baglantili
antijen veya onun bir kismu ile bir MHC molekiil arasindaki komplekss spesifik
olan bir kiime sitolitik T hiicresi veya yardimci T hiicresinin gézlemlenmesinden

olusmaktadir.
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Bir niikleik asidin veya onun bir kisminin kanitlanmasi veya bir kiime niikleik
asidin veya onun bir kismimin gozlemlenmesi, buluga gére spesifik olarak niikleik
asit veya onun bir kismiyla melezlestirilen poliniikleotit bir sonda ile veya niikleik
asit veya onun bir kisminin selektif olarak genisletilmesi ile yapilabilir.
Poliniikleotit sonda, bir uygulama usuliinde niikleik asitten 6-50, 6zellikle 10-30,

15-30 veya 20-30 baglantili niikleotitlerden olusan bir dizilimden olusmaktadir.

Kanitlanacak tiimor baglantili antijen veya onun bir kismu, belirli uygulama
usullerinde hiicre iginde veya hiicre yiizeyinde bulunur. Timér baglantili bir
antijenin veya onun bir kisminin kanitlanmasi1 veya timor baglantili bir antijenin
veya onun bir kismmin gdzlemlenmesi, bulusa gore spesifik olarak tiimérle

baglantili antijene veya onun bir kismina baglanan bir antikor ile yapilabilir.

Diger uygulama usullerinde kanitlanacak olan tiimdrle baglantili antijen veya
onun bir kismi, bir MHC molekiilli, 6zellikle bir HLA molekiillii bir komplekste

bulunmaktadir.

Bir antikorla ilgili kanitlama veya bir kiime antikorun gozlemlenmesi, bulusa gére

spesifik olarak antikora baglanan bir protein veya peptitle yapilir,

Sitolitik T hiicreleri veya yardimer T hiicrelerinin kanitlanmasi veya bir antijen
veya onun bir kismi ile MHC molekiilleri arasindaki komplekslere spesifik olan
sitolitik T hiicresi veya vardimct T hiicresi kiimelerinin gézlemlenmesi, bulusa
gdre antijen veya onun bir kism ile bir MHC molekiilii arasindaki kompleksi

gdsteren bir hiicre ile yapilabilir.

Kanitlama veva gozlemleme islemi i¢in kullanilan polinilikleotit sonda, antikor,
protein veya peptit veya hiicre, tercihen kanitlanabilir olarak isaretlenir.
Kanitlanabilir isaretleyici, belirli uygulama usullerinde bir radyoaktif belirtec

veya enzim belirtecidir. T lenfositlerin  kanitlanmasi, ilave olarak
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proliferasyonlarinin, sitokin iretimlerinin ve ayni zamanda MHC ve tiimdérle
baglantil antijen veya onun bir kismiyla tetiklenen spesifik simiilasyon ile yapilan
sitotoksik faaliyetleri vasitasiyla kamitlanabilir. T lenfositlerle ilgili kanitlama,
bunun yaninda rekombinant bir MHC molekiille veya aym zamanda tiimorle
baglantili bir veya birka¢ antijenden ilgili imiinojen fragmanla yiiklenen bir¢ok
molekiilden meydana gelen bir kompleks ile ve spesifik T hiicre reseptoriiniin
temas ettirilmesi yoluyla vapilabilir ki bu suretle T lenfositler de

tanimlanabilecektir.

Agiklamas: yapilan Ogreti, bir bagka boyutuyla agiklamaya gore tamimlanan
timorle baglantili bir antijenin ifade edilmesi veya anormal ifade edilmesi ile
kendini gdsteren bir hastaligin tiimoérle baglantili antijen veya onun bir kismina
baglanan bir antikorun verilmesini kapsayan ve terapotik veya taniya yonelik bir
aract veya madde ile baglantili tedavisi, tanisi ve takibi ile ilgilidir. Antikor,
monoklonal bir antikor olabilir. Antikor, diger uygulama usullerinde kimera

ozellikli veya insanlastirilmis bir antikordur veya dogal bir antikorun fragmamdr.

Agiklamaya gire tammlanmig timdrle baglantih antijenin ifade edilmesi veya
anormal ifade edilmesi ile kendini gosteren bir hastaligin  tanmist  veya
gbzlemlenmesine yonelik olarak agiklamasi yapilan ydéntemler, bazi uygulama
usullerinde disemine tiimor hiicrelerinin veya timor metastazlarinin yardimiyla
veya vasitasiyla gerceklesir. Disemine tiimdér hiicrelerinin kamitlanmasi,érnegin

kan, serum, ilik, balgam, bronsivyal aspirat ve/veya bronsiyal lavajda yapilabilir.

Aciklamasi yapilan 6greti, agiklamaya gore tanimlanmus tiimorle baglantili bir
antijenin ifade edilmesi veya anormal ifade edilmesi ile kendini gosteren bir
hastalik tanis1 konmus hastanin tedavisine yonelik (i) hastadan bagisikliga tepkisel
hiicreleri haiz bir érnek alinmasi, (ii) alinan 6rnegin timdrle baglantili antijen
veya onun bir kismina karsi sitolitik T hiicrelerinin Gretimini tesvik eden

kosullarda timdérle baglantli antijeni veya onun bir kismini ifade eden bir konakgi
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hiicre ile temas ettirilmesi, (iii) sitolitik T hiicrelerinin tiimdérle baglantili antijen
veya onun bir kismmi ifade eden hiicrelerin ¢oziilmesi igin uygun olan bir
miktarda hastaya verilmesini kapsayan bir yontemle de ilgilidir. Sunulan 68reti,
aynml zamanda sitolitik T hiicrelerinin T hiicre reseptorlerinin timorle baglantili
antijenlere karst klonlanmasini ile de ilgilidir. Bu, istenen &zelligin elde
edilebilmesi ve (iii) sayili yan ciimlede agiklandigi gibi hastaya verilebilmesi i¢in

diger T hiicrelerine de transfer edilebilir.

Konakg1 hiicre, bir uygulama usulinde HLA molekiiliinii endojen olarak ifade
etmektedir. Bir baska uygulama usuliinde konakci hiicre, bir HLA molekiiliinii
ve/veya tiimorle baglantili antijeni veya onun bir kismini rekombinan olarak ifade
etmektedir. Konak¢1 hiicre, tercihen proliferatif degildir. Konake¢i hiicre, tercih
edilen bir uygulama usuliinde antijen sunucu bir hiicre, dzellikle agag gérintimli

bir hiicre, bir monosit veya bir makrofajdir.

Meveut agiklama bir diger yoniiyle, tiimdrle baglantili bir antijenin 1fadesi veya
anormal ifadesiyle kendini gdsteren bir hastalik tamis1 konmus bir hastanin (i)
aciklamaya gore tamimlanmis olan ve hastalikla baglantih olan hiicreler tarafindan
ifade edilen tlimdrle baglantili bir antijeni kodlayan niikleik asitlerden birinin
tamimlanmasini, (ii) bir konakgi hiicrenin niikleik asit veya onun bir kismiyla
transfekte edilmesini (iii) transfekte edilen konak¢1 hiicrenin niikleik asidin ifadesi
icin uygun ortamda Uretilmesini (bu islem, ylksek transfeksiyon oraninin
saglandigt durumlarda zorunlu degildir) ve (iv) konakg hiicrelerin veya onlardan
alinan bir ekstraktin hastanin hastalikla baglantili hiicrelerine kars1 bagigiklik
reaksiyonunu gliclendirmeye yetecek oranda hastaya verilmesini kapsayan tedavi
yontemiyle ilgilidir. Yéntem, bunun yan sira timorle baglantihi bir antijen veya
onun bir kismini temsil eden bir MHC molekiiliin tamimlanmasini da kapsayabilir
ki burada konakei hiicre, MHC molekiillinii ifadelendirir ve tiimdrle baglantih
antijen veya onun bir kisimim temsil eder. Bagisiklik reaksiyonu, B hiicresi

reaksiyonunu veya T hiicresi reaksivonunu kapsavabilir. T hiicreleri reaksiyonu,
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bunun yani sira tiimérle baglantili antijen veya onun bir kismini temsil eden
konake1 hiicreler i¢in spesifik olan veya hastanin tiimorle baglantili antijen veya
onun bir kismini ifade eden hiicreleri icin spesifik olan sitolitik T hiicresi ve/veya

yardimer T hiicresi Giretimini de kapsayabilir.

Agiklamas: yapilan Ogreti, agiklamaya goére tamimlanmis tiimoérle baglantili
antijenin ifadesi veya anormal ifadesiyle kendini gosteren bir hastalifin tedavisi
ile ilgili (1) hastadan alinan ve timdrle baglantili antijenin anormal miktarlarini
ifade eden hiicrelerin tamimlanmasim (ii) hiicre érneklerinin 1zole edilmesini (iii)
hiicrelerin  kiiltive edilmesini (iv) hicrelerin, hiicrelere karst bagisiklik
reaksiyonunu tetikleyemeye uygun miktarda hastaya verilmesini kapsayan bir

yontem ile de ilgilidir.

Aciklamaya gore kullanilan konakg hiicreler, tercihen proliferatif olmayan veya
proliferatif yapilmayan hiicrelerdir. Tiimdrle baglantili bir antijen ve onun bir
kisminin  ifadelendirilmesi veya anormal ifadelendirilmesi yoluyla kendisi

gisteren hastalik 6zellikle kanserdir.

Mevcut agiklama, bunun yam sira (a) SEQ ID NO. 3-5 olan bir grubu, onun bir
kismini veya tiirevini kapsayan bir niikleik asit dizilimini i¢eren bir niikleik asitten
(b) yukaridaki (a) ciimleciginde belirtilen niikleik asitle baglayic kosullar altinda
melezlestirilen bir niikleik asitten (c¢) yukandaki (a) veya (b) ciimleciklerinde
belirtilen niikleik asitlerle iligkilendirilerek dejenere edilen bir niikleik asitten ve
(d) yukandaki (a), (b) veya (c) clmleciklerinde belirtilen niikleik asitlere
komplementer olan bir niikleik asitten olusan bir gruptan se¢ilen bir niikleik asit
ile de ilgilidir. Bildirim, bunun yam sira SEQ ID NO. 10, 12-14 ve 146-150 olan
bir gruptan, onun bir kismindan veya tlirevinden se¢ilen bir amino asit dizilimini
kapsayan bir protein veya polipeptit i¢in kodlama yapan bir niikleik asitle de

ilgilidir.
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Aciklamasi yapilan ogreti, bir diger yoniiyle aciklamaya uygun niikleik asitlerin
promotér dizilimleriyle de ilgilidir. Bunlar, islevsel olarak bir baska gen ile
tercihen bir ifade vektdriinde baglanabilir ve bu sekilde ilgili hiicrelerde bu genin

selektif ifadesini saglamak miimkiin olabilir.

Bulus, bir bagka yoniiyle agiklamaya uygun bir niikleik asit igeren rekombinan bir

niikleik asit molekiilii, 6zellikle bir DNA veya RNA molekiiliidiir.

Meveut Ogreti, ayn1 zamanda bildirime uygun bir niikleik asiti kapsayan
aciklamaya uygun niikleik asit veya rekombinant niikleik asit molekiilii igeren

konakei hiicrelerle de ilgilidir.

Konakgei hiicre, bunun yani sira bir HLA molekiilii i¢in kodlama yapan bir niikleik
asiti kapsayabilir. Konake¢t hiicre, bir uygulama usuliinde HLA molekiiliini
endojen olarak ifade eder. Bir diger uygulama usuliinde konakgi hiicre, HLA
molekiiliinii ve/veya agiklamaya uygun niikletk asidi veya onun bir kismini
rekombinan olarak ifade eder. Konake1 hiicre, tercihen proliferatif olmayan bir
hiicredir. Konake: hiicre, tercih edilen bir uygulama usulinde antijen sunan bir

hiicredir, 6zellikle agac bigimli bir hiicre, bir monosit veya bir makrofajdir.

Agiklamas: vapilan &greti, bir diger uygulama usuliinde agiklama uyarinca
tamimlanmig niikleik asitleri melezlestiren ve genetik sonda veya “antisens”
molekiil olarak kullanilabilen oligo niikleotitlerle ilgilidir. Bildirime uygun
tamimlanmig bir niikleik asit veya onun kisimlartyla melezlestirilmis oligo
niikleotit primer veya yeterli Ornek seklinde olan niikleik asit molekiilleri,
aciklamaya uygun tanimlanmis niikleik asitle benzer kdkenli olan niikleik asitlerin
bulunmasinda kullanmilabilir. PCR  amplifikasyonu ve gliney ve kuzey
melezlestirme, benzer kékenli niikleik asitlerin tespit edilmesinde kullanilabilir.
Melezlestirme, disiik derecede baglayict kosullarda yapilabilir, ancak daha 1yi bar

melezlestirme orta dereceli baglayici kosullarda, en iyi melezlestirme ise yiksek
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dereceli baglayici kosullarda gergeklestirilebilir. Bulusa gore buradaki "baglayici
kosullar" terimi, poliniikleotitler arasinda spesitik melezlestirmeye olanak

saglayan kosullar ifade etmektedir.

Aciklama, bir bagka ydniiyle (a) SEQ ID NO. 3-5 olan bir gruptan, onun bir
kismindan veya tiirevinden olusan bir niikleik asit dizilimi i¢eren bir niikleik
asitten (b) yukandaki (a) ciimleciginde belirtilen niikleik asitle baglayici
kosullarda melezlestirilen bir niikleik asitten (c) yukaridaki (a) ve (b)
climleciginde belirtilen niikleik asitlerle ilintili olarak dejenere olan bir niikleik
asitten ve (d) yukandaki (a), {(b) ve (c) ciimleciklerinde belirtilen niikleik asitlere
komplementer olan bir niikleik asitten olusan bir gruptan se¢ilen bir niikleik asit
tarafindan kodlanan bir protein, polipeptit veya peptit ile ilgilidir. Agiklama,
tercih edilen bir uygulama usuliinde SEQ ID NO. 10, 12-14 ve 146-150 olan bir
gruptan, onun bir kismindan veya tiirevinden olusan bir amino asit dizilimi iceren

bir protein, polipeptit veya peptit ile ilgilidir.

Agiklamasi yapilan &greti, bir bagka yoniiyle agiklamaya gore tanimlanan tiimdorle
baglantili bir antijenin imunojen fragman ile ilgilidir. Fragman, tercihen bir insan
HLA reseptériine veya bir insan antikoruna baglanir, Bildirime uygun bir
fragman, tercihen en az 6, dzellikle en az 8, en az 10, en az 12, en az 15, e¢n az 20,

en az 30 veya en az 50 amino asitli bir dizilimi kapsar.

Aciklama, bu yoniiyle 6zellikle SEQ ID NO: 17-19, 90-97, 100-102, 105, 106,
111-116, 120, 123, 124, 135-137, 139 ve 142-150 olan bir diziden, onun bir
kismindan veya tiirevinden olusan bir gruptan secilen bir dizilimi gosteren veya

kapsayan bir peptit ile ilgilidir.
Aciklamasi vapilan 6greti, bir diger yoniliyle agiklama geregince tamimlanmus
timorle baglantili bir antijene veya onun bir kismina baglanan bir araci ile

ilgilidir. Tercih edilen bir uygulama usuliinde bir antikor aract olarak kullanilir.
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Antikor, diger uygulama usullerinde kimera oOzellikli, insanilestirilmis veya
kombine tekniklerle Uretilmis bir antikordur veya antikorun bir fragmanidir.
Aciklama, bunun yaninda se¢meli olarak (i) agiklamaya gore tanimlanmuis tiimorle
baglantili bir antijen veya onun bir kisminin kompleksine ve (ii) agiklamaya gore
tanimlanmis bir tiimd&rle baglantih bir antijene veya onun bir kismina baglanan bir
MHC molekiiliine baglanan bir antikor ile ilgilidir ki burada antikor sadece (1)
veya (i1) kapsaminda baglanma yapmaz. Antikor, monoklonal bir antikor olabilir.
Antikor, diger uygulama usullerinde kimera &zellikli veya insanlastirilous bir

antikordur veya dogal bir antikorun bir fragmanidir.

Mevcut agiklama, 6zellikle bir araci, 6zellikle de spesifik olarak SEQ ID NO; 17-
19, 90-97, 100-102, 105, 106, 111-116, 120, 123, 124, 135-137, 139 ve 142-150
diziyi haiz bir gruptan, onun bir kismindan veya bir tiirevinden segilen bir dizilimi

gdsteren veya kapsayan bir peptite baglanan bir antikorla ilgilidir.

Bulus, Claudin-18 konusunda spesifik olarak Claudin-18'in bir degiskenine
baglanan bir araci, 6zellikle bir antikorla ilgilidir. Araci, 6zellikle antikor, bir
uygulama usuliinde spesifik olarak Claudin 18A1 (SEQ ID NO. 118) degiskenine
baglanir, Araci, 6zellikle antikor, bir baska uygulama usuliinde ise spesifik olarak
Claudin 18A2 (SEQ ID NO. 16) degiskenine baglanir. Bu tiir spesifik antikorlar,
ornegin 4 numarali drnekte tanimlanan peptitlere bagisikhik kazandirilmasi

yoluyla elde edilebilir.

Bulus, Claudin 18 ile ilgili olarak bunun yani sira belirli aracilarla, 6zellikle
spesifik olarak Claudin 18A2'nin belirli bir glikosilasyon Oregi gosteren bir
bicimine baglanan antikorlarla ilgilidir. Araci, 6zellikle antikor, bir uygulama
usuliinde spesifik olarak Claudin 18A2'nin  bir veya birka¢ muhtemel
glikosilasyon noktasinda glikosile olmamis bir bi¢gimine baglanir. Bir diger
uygulama usuliinde ise araci, o6zellikle antikor, Claudin 18A2'nin bir veya birkag

muhtemel glikosilasyon noktasinda glikosile olmus bir bigimine baglanir. Bu tiir
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bir muhtemel glikosilasyon noktasi, tercihen Claudin 18A2'nin 37, 38, 45, 116,
141, 146 ve 205 amino asit pozisyonlarindan olusan bir gruptan se¢ilmis olan bir
veya birka¢ pozisyon ile ilgilidir. Bu tiir bir glikosilasyon, bunun yam sira

tercihen bir N glikosilasyon ile ilgilidir.

Claudin 18'in bir degiskeni, diger bir deyisle bir baska bi¢imi icin spesifik bir
aract, 6zellikle Claudin 18'in bir degiskeni, diger bir deyisle bir baska bigimi igin
spesifik bir antikor, bu baglamda aracin, yani antikorun spesifik olarak yonlendigi
degiskene, diger bir deyisle degisik bigime diger degisken veya degisik bigimlere
oldugundan daha giiclii bir sekilde baglandigi anlamima gelmektedir. Bir arac,
ozellikle bir antikor, birinci bir degiskene veya degisik birinci bir degisik bigime
veya birinci epitopa, ikinci bir degiskene veya degisik ikinci bigime veya ikinci
epitopa baglandig1 ¢oziinme sabitesinden daha diisiik bir ¢dziinme sabitesi (Kp)
ile baglandiginda, birinci degiskene veya degisik birinci bigime veya birinci
epitopa ikinci degiskene veya degisik ikinei bigime veya ikinci epitopa oranla
daha kuvvetli bir sekilde baglanir. Aracin, 6zellikle antikorun spesifik olarak
baglandig1 degisken veya degisik bigim i¢in olan ¢dziinme sabitesi (Kp), tercihen
aracin, Ozellikle antikorun spesifik olarak baglanmadig degisken veya degisik
bigim igin olan ¢dziinme sabitesinden (Kp) 10 kat, tercihen 20 kat , daha tercihli
olarak 50 kat, ¢cok daha tercihli olarak 100 kat ve 6zellikle 200 kat, 500 kat veya
1000 kattan daha kiiciiktiir. Araci, &zellikle antikor, tercihen araci, Ozellikle
antikora spesifik olmayan degiskene veya degisik bicime veya epitopa baglanmaz

veya esas olarak baglanmaz.

Yukarida tanimlanan ve Claudin 18'in bir degiskenine veya degisik big¢imine
spesifik olarak baglanan aracilar, 6zellikle antikorlar ve onlarin burada tanimlanan

tiirevlerl, bulusa gére bilesim ve yontemlerde kullanum i¢in de éngérillmiistiir.

Bulus, bunun yam sira agiklamaya gére tamimlanmig timorle baglantili bir antijen

veya onun bir kismuna baglanan agiklamaya uygun araci veya bildirime uygun bir
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antikor ile bir terapotik veya taniya yonelik bir aract veya madde arasindaki bir
konjugat ile ilgilidir. Terap&tik veya tamiya yonelik araci, bir uygulama vsuliinde

bir toksindir.

Aciklamasi yapilan Ogreti, bir baska ydniiyle aciklamaya gbre tamimlanmis bir
timorle baglantili antijenin ifadesi veya anormal ifadesinin kanitlanmasina
yonelik olan ve (1) tiimérle baglantili antijent veya onun bir kismini kodlayan bir
niikleik asidin (i) tiimérle baglantili antijenin veya onun bir kisminin, (111)
timorle baglantili antijene veya onun bir kismina baglanan antikorlarin ve/veya
(iv) tiimorle baglantili antijen veya onun bir kism ile bir MHC molekiili
arasindaki komplekse spesifik olan T hiicrelerinin kanitlanmasina yonelik araci
kapsayan bir donati ile ilgilidir. Niikleik asitlerin veya onlarin bir kisminin
kanitina yonelik aracilar, bir uygulama usuliinde niikleik asitlerin segimlik
amplifikasyonuna yénelik ve dzellikle birbirine bagh 6-50, ézellikle 10-30, 15-30
veya 20-30 niikleik asit niikleotidi igeren bir dizilimi kapsayan niikleik asit

molekilleridir.

Bulusun Ayrintih Tanim

Mevcut bulusta tiimér hiicrelerinde selektif olarak ifade edilen veya aberan olarak

ifade edilen ve timdrle baglantil antijenleri temsil eden genler tanimlanmaktadir,

Acgiklama uyarinca bu genler ve/veya bunlarin gen iriinleri ve/veya onlarin
tirevleri ve/veya kisimlar, terapotik yaklasimlar igin tercih edilen hedef
yapilardir. Terapétik yaklasimlar, kavramsal anlamda selektif olarak ifade edilen
timorle baglantili gen {riintiniin faaliyetini baskilama amacia yonelik olabilir.
Bu vaklasim, secilen ilgili aberan ifadenin fonksiyonel olarak tiimér patojenetik
anlamda 6nemli olmasi ve buna karst olan engellemenin ilgili hiicrelere selektif
olarak hasar verilmesi yoluyla olusturulmasi durumunda mantikli bir yaklasimdir.

Diger terapétik konseptler, tlimorle baglantili antijenleri, hlicrelere zarar verme
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potansiyeli olan etkileyici mekanizmalarin selektif olarak tiimor hiicrelerine dogru
¢ekilmesi i¢in kullanilan isaretleme olarak kabul etmektedir. Burada hedef
molekiiliin kendisinin ve iistlendigi rollin timér olusumundaki islevi, tamamen

dnemsizdir.

Agiklamaya gore bir niikleik asidin "tlirevi” terimi, ntkleik asitte tek tek veya
¢oklu olarak nikleotid ikamesi, c¢ikarimi veya ilavesi bulundugu anlamina
gelmektedir. "Tirev" terimi, bunun disinda bir niikleik asidin niikleotid bazda,
sekerde veya fosfatta tiirevlendirilmesini de kapsamaktadir. "Tiirev"” terimi, bunun
yant sira dogada bulunmayan niikleotitleri ve niikleotit benzesiklerini iceren

niikleik asitleri de kapsar.

Bir niikleik asit, agiklamaya gore tercihen dezoksiribo niikleik asit (DNA) veya
riboniikleik asittir (RNA). Niikleik asitler, bulus kapsaminda genomik DNA,
cDNA, mRNA, rekombinan olarak iiretilmis ve kimyasal olarak sentetize edilmis
molekiilleri kapsamaktadir. Bir niikleik asit, agiklama kapsaminda tek dizili veya
cift dizili ve dogrusal veya ortak degerlikli daire seklinde kapalh molekiil seklinde

bulunabilir,

Acgiklamaya uygun olarak tanimlanmis niikleik asitler, tercithen izole niikleik
asitlerdir. "zole niikleik asit" terimi, bulusa gdre niikleik asidin bir (i) in vitro
ortamda, Ornegin polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) yoluyla amplifiye
edilmis oldugu, (ii) rekombinan olarak klonlama vasitasiyla tiretilmis oldugu, (iii)
ornegin bolme ve jel elektroferdz ayirma yoluyla saflastirilmig oldugu, veya (iv)
Ornegin kimyasal bilesimlerle sentetize edilmis oldugu anlamina gelmektedir.
[zole edilmis bir niikleik asit, rekombinan DNA teknikleri kullamlarak yapilacak

bir manipiilasyon islemi i¢in kullanima sunulan bir niikleik asittir.

Bir niikleik asidin diger bir niikleik aside "komplementer”" olmasi, ancak her iki

dizilimin birbiriyle melezlenebilmesi ve stabil ¢ift yonli bir yapi olusturabilmeleri
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durumunda mimkiin olabilir ki bu durumda melezlemenin tercihen
polinlikleotitler arasinda spesifik bir melezlenmeye olanak veren kosullar
(baglayici kosullar) altinda olusan bir melezleme olmasi tercih edilmektedir.
Baglayici kosullar, érnegin Molekiiler Klonlama: Laboratuar El Kitabi (Molecular
Cloning: A Laboratory Handbook), J. Sambrook et al., 2. Baski, Cold Spring
Harbor Laboratory Press Yayini, Cold Spring Harbor, New York, 1989 veya
Molekiiler Biyolojide Giincel Protokoller (Current Protocols in Molecular
Biology) F.M. Ausubel et al.,, John Wiley & Sons, Inc., New York gibi
caligmalarda tanimlanmistir ve Ornegin melezleme tampon maddesinde 65°C
derecede melezleme islemini kapsamaktadir (3,5 x SSC, % 0,02 fikol, % 0,02
polivinil pirolidon, % 0,02 sigur serum albiimini, 2,5mM NaH,PO4 (pH7), % 0,5
SDS, 2mM EDTA). SSC bilesimi, 0,15 M natriyum klorid / 0,15 M natriyum
sitrat, pH 7'dir. DNA'nin tasindigi membran, melezleme isleminden sonra drnek
olarak oda sicakliginda 2 x SSC i¢inde ve sonra 0,1 - 0,5 x SSC /0,1 x SDS i¢inde
68°C dereceye kadar olan sicaklikta yikanir.

Komplementer niikleik asitler, bulusa gore niikleotit kimliginin en az % 4011,
ozellikle en az % 50'sini, en az % 60'1n1, en az % 70'ini, en az % 8('ini, en az %
90'im ve tercihen en az % 95'ini, en az % 98'ini veya en az % 99'unu

gistermektedir.

Tiimdrle baglantili antijenler i¢in kodlama yapan ntikleik asitler, aciklamaya gore
tek baslarina veya diger niikleik asitlerle, &zellikle heterolog niikleik asitlerle
kombinasyon halinde bulunabilir. Tercih edilen uygulama usullerinde bir niikleik
asit, islevsel olarak ifade kontrol dizilimleriyle veya niikleik asitlere nazaran
heterolog veya homolog durumda olabilen diizenleyici dizilimlerle baglant: i¢inde
bulunur. Kodlayan bir dizilim ve diizenleyici bir dizilim, ancak kodlayan dizilimin
ifadesinin veva transkripsiyonunun diizenleyici dizilimin Kkontrolii veya etkisi
altinda oldugu bir durumda birbirleriyle ortak degerlikli olarak baglantili olmalari

durumunda "islevsel" olarak birbirleriyle baglantili olmus demektir. Kodlama

25



10

15

20

25

30

01341-P-0009

yapan dizilimin iglevsel bir proteine aktarilmasi gerekiyorsa diizenleyici dizilimin
endiiksiyonu, diizenleyici bir dizilimin kodlayan dizilimle islevsel baglantisinda,
kodlayan dizilimde okuma cercevesi kaymasina veya kodlayan dizilimde istenen
protein veva peptide aktarilmasi konusunda giicslizlige neden olmaksizin

kodlayan dizilimin transkripsivonuna yol acar.

"[fade kontrol dizilimi" veya "diizenleyici dizilim", bulusa gore bir genin ifadesini
denetleyen kolaylastiric, gelistirici unsurlari veya diger kontrol wunsurlarin
kapsamaktadir. Belirli uygulama usullerinde ifade kontrol dizilimleri
diizenlenebilir. Diizenleyici dizilimlerin kesin yapisi, tiire veya hiicre tipine bagh
olarak degiskenlik gostermekle birlikte genel olarak TATA kutusu, capping
dizilimi, CAAT dizilimi ve benzerleri gibi kopyalama veya aktarim isleminin
baslangicinda katilim gdstermeyen 5' kopyalanmamis ve 5' aktarilmamuig dizilimi
kapsamaktadir. Ozellikle 5' kopyalanmamus diizenleyici dizilimler, islevsel olarak
baglanan genin transkripsiyonel kontrolii amagli bir kolaylastinier dizilimi igeren
bir kolaylastiric1 bdlgeyi kapsamaktadir. Diizenleyici dizilimler, gelistirici

dizilimlen veya akis yukari konumlu etkinlestirici dizilimleri de kapsayabilir.

Yani sonug olarak bir taraftan burada tanimlanan tiimdrle baglantili antijenler,
istenildigi kadar ¢esitli ifade kontrol dizilimleri ve kolaylastiricilar ile kombine
edilebilmektedir. Ancak diger taraftan burada tanimlanan tiimérle baglantili gen
tiriinlerini de istenildigi kadar cesitli genlerle kombine etmek miimkiin olmaktadir.
Bu durum, kolaylastiricilardan segimlik faaliyetlerde yararlaniimasina olanak

vermektedir.

Buluga gore, bir niikleik asit, bunun yaninda, niikleik asit tarafindan kodlanan
proteinin veya polipeptidin konak¢r hiicreden segresyonunu denetleyen bir
polipeptit i¢in kodlama yapan diger bir niikleik asitle baglant1 i¢inde bulunabilir.
Bir niikleik asit, kodlanan protein veya polipeptidin konak¢i hiicrenin hiicre

membrani {izerinde baglanmasina veya bu hiicrenin belirli organellerinde
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bolimlere ayrilmasina yol acan bir polipeptit icin kodlama yapan bir niikleik
asitle de birlikte bulunabilir. Baglanti, benzer sekilde bir haberci geni veya

herhangi bir "etiketi" temsil eden bir niikleik asitle de olabilir.

Tercih edilen bir uygulama usuliinde rekombinan DNA molekiilii, gerektiginde bir
niikleik asidin, drnegin agiklamaya uygun timdérle baglantili antijent kodlayan bir
niikleik asidin ifadesini kodlayan bir kolaylastirie1 ile denetleyen bir vektordiir.
"Vektor" ifadesi, burada en genel anlaminda kullanilmaktadir ve niikleik asidin,
oregin prokaryot ve/veya okaryot hiicrelerin igine sokulmasim ve gerektiginde
bir genom icine entegre edilmesini mimkiin kilan her tirlii nikleik asit araci
tasitin1 kapsamaktadir. Bu tiir vektorler, tercihen hiicre iginde kopyalanir ve/veya
ifade edilir. Aract bir tasit, Ornegin elektroporasyonda, mikro projektil
bombalamada, lipozomal ilag verme ydnteminde, agro bakteriler yardimiyla
yapilan transferde veya DNA veya RNA virlisleri iizerinden yapilan insersiyonda
kullanim i¢in uyarlanabilir. Vektorler, plazmid, tajmid veya virlis genomlarin

kapsar.

Agiklama geregince tamimlanan bir timorle baglantih bir antijeni kodlayan
niikleik asitler, konake¢r hiicrelerin transkfeksiyonu i¢in kullanilabilir. Niikleik asit
terimiyle rekombinan DNA'lar oldugu gibi RNA'lar da kastedilmektedir.
Rekombinan RNA, in vitro ortamda yapilan transkripsiyon yoluyla DNA
matrisinden iiretilebilir. Bunun yam sira aplikasyondan Once stabilize edici

dizilimler, capping ve poli adenilasyon yoluyla modifiye edilebilir.

"Konakg¢t hiicre" terimi, acgiklama kapsaminda eksojen bir niikleik asitle
doniistiriilebilir veya transtekte edilebilir nitelikte olan her bir hiicreyi
kapsamaktadir. "Konake¢r hiicre” terimi, bulusa gore prokaryotik (6megin £. Coli)
veya Okaryotik hiicreleri (6megin aga¢ big¢imli hiicreleri, B hiicreleri, CHO
hiicreleri, COS hucreleri, K562 hicreleri, maya hiicreleri ve bocek hiicreleri)

kapsamaktadir. Insan, fare, sican, domuz, keci, primat gibi memelilerin hiicreleri
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Ozellikle tercih edilir. Hiicreler, ¢ok cesitli doku tiplerinden alinmis olabilir ve
primer hiicre ve hilicre dizilerini kapsar. Spesifik 6rnekler, keratinosit, periferik
kan lokositleri, kemik iligi kék hiicreleri ve embriyvonik kék hiicrelerini kapsar.
Konakg¢r hiicre, diger uygulama usullerinde antijen sunan bir hiicre, 6zellikle agac
seklinde olan bir hiicre, bir monosit veya makrofajdir. Bir niikleik asit, konakg1
hiicrede bir tek veya bir¢ok kopya halinde bulunabilir ve bir uygulama usuliinde

konakg¢i hiicre iginde ifade edilir.

"[fadelendirme” terimi, aciklamaya gbre en genel anlammda kullanilmis olup
RNA veya RNA ve protein lretimini kapsamaktadir. Terim, ayni zamanda
niikleik asitlerin kismen ifadelendirilmesini de kapsamaktadir. Ifadelendirme,
ayrica kisa stireli veya duragan gergeklesebilir. Memeli hiicrelerinde tercih edilen
ifadelendirme sistemleri, G418'e kars1 direng gosteren (ve boylece duragan olarak
transfekte edilen hiicre dizilerinin se¢imini olanakli kilan) ve bir gen gibi
secilebilir bir isaretgi ve sitomegalo viriisiin (CMV) kolaylastiner gelistirici
dizilimlerini 1geren pcDNA3.1 ve pRc/CMV (Invitrogen, Carlsbad, CA)

sistemlerini kapsamaktadir.

Agiklama kapsaminda bir HLA molekiiliinlin bir tiimérle baglantili antijen veya
onun bir kismim sundugu durumlarda ifadelendirme vektor, HLA molekiilil igin
kodlayan bir niikleik asidi de kapsayabilir. HLA molekiilii i¢in kodlayan niikleik
asit dizilimi, tiimérle baglantili antijen veya onun bir kismu i¢in kodlayan niikleik
asit ile ayn1 ifadelendirme vektdriinde bulunabilir veya her iki niikleik asit degisik
ifadelendirme vektoriinde yer alabilir. Her iki ifadelendirme vektori, bu son
durumda bir hiicre i¢ine kotransfekte edilebilir. Bir konakg1 hiicrenin ne tiimorle
baglantih antijeni veya onun bir kismimm ne de HLA molekiilii ifade etmemesi
durumunda onun i¢in kodlayan her iki niikleik asit, ya aym ifadelendirme
vektdriinde ya da ayn ifadelendirme vektdrlerinde hiicre igine transfekte edilir.

Hiicrenin HLA molekiili onceden ifade etmis olmasi durumunda sadece tiimdrle
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baglantili antijeni veya onun bir kismini kodlayan niikleik asit dizilimi, hiicre

icine transfekte edilebilir.

Aciklamaya gbre tlimorle baglantili bir antijeni kodlayan bir niikleik asidin
amplifikasyonuna yénelik donatilar kapsama alinmistir. Bu tlir donatilar, drnegin
timorle baglantili antijenleri kodlayan nikleik asitlere melezlestirilen birkag
amplifikasyon primerlerini de kapsamaktadir. Primerler, tercihen birbirine bagh
olan ve primer dimer olusumunu onleme agisindan {ist iiste olmayan 6-50,
ozellikle 10-30, 15-30 veya 20-30 nikleik asit niikleotitlerinden olusan bir
dizilimi kapsamaktadir. Primerlerden biri, timorle baglantili antijeni kodlayan bir
niikleik asit yumaginda hibritlesir ve diger primer, tiimdrle baglantili antijeni
kodlayan niikleik asidin amplifiye edilmesine olanak taniyan bir diizen iginde

komplementer yumakta hibritlesir.

"Antisens" molekiiller veya "antisens" niikleik asitler, bir nikleik asidin
diizenlenmesi, &zellikle ifadelendirilmesinin  azaltilmast  amaclt  olarak
kullanilabilir. "Antisens molekiil” veya "antisens niikleik asit” terimi, bulusa gore
oligoribo nikleotid, oligo deoksiribo mniikleotid, modifiye edilmis oligoribo
niikleotid veya modifiye edilmis oligo deoksiribo niikleotid olan ve fizyolojik
kosullarda belirli bir geni igeren bir DNA'ya veya bu genin mRNA'simma bu genin
transkripsivonunu ve/veya bu mRNA'nin aktarmmint bastiracak oranda hibridize
olan bir oligoniikleotittir. Bir "antisens molekil", ag¢iklamaya gore dogal
kolaylastiricist agisindan ters yonelimde bir niikleik asit veya onun bir kismim
igeren bir yapidir. Bir niikleik asidin veya onun bir pargasinin antisens transkripti,
dogal olarak var olan ve enzimi nitelendiren bir mRNA ile bir dupleks
olugturabilir ve bu sekilde mRNA'min aktif enzim ig¢ine yigilmasini veya
aktarimini engelleyebilir. Bir dier olasilik ise niikleik asidin inaktive edilmesine
yonelik olarak ribozom kullanimudir. Tercih edilen antisens oligo niikleotitler,

birbirine bagli 6-50, dzellikle 10-30, 15-30 veya 20-30 hedef niikleik asit
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niikleotidi iceren bir dizilim gosteren ve tercihen hedef nikleik aside veya onun

bir kismina tamamen komplementer yapida olanlardir.

Antisens oligo niikleotit, tercih edilen uygulama usullerinde bir N uglu veya 5'
akima karsi konumlannus nokta ile aktarim, kopyalama veya kolaylastiric1 nokta
ile oluyormus gibi hibride olur. Diger uygulama usullerinde antisens niikleotit 3'

aktarim olmamis bélge veya mRNA ug birlestirme noktasiyla hibride olur.

Oligo niikleotit bir uygulama usuliinde ribo niikleotit, dezoksiribo niikleotit veya
bunlarin bir kombinasyonundan olusur. Bu kapsamda nikleoctitin 5' ucu ve bir
diger niikleotitin 3' ucu, fosfodisteraz bir bag ile birbiriyle baglanir. Bu
niikleotitler, alisilagelmis ytntemlerle sentetize edilebilir veya rekombinan olarak

dretilebilir.

Oligoniikleotit, tercih edilen uygulama usullerinde "modifiye edilmis" bir
oligoniikleotittir. Oligoniikleotit, bu kapsamda stabilitesini ve terapotik etkisini
yikseltmek igin, hedefe baglanma konusundaki yeteneginde higbir azalma
olmaksizin ¢ok cesitli sekillerde modifiye olabilir. "Modifiye oligoniikleotit”
terimi, bulusa gore (i) en az iki niikleotitinin niikleotit i¢in sentetik bir bag ile
(diger bir deyisle fosfodisteraz olmayan bir niikleotit i¢i bag ile) birbiriyle
baglandigi ve/veya (ii) normal durumda niikleik asitlerde bulunmayan bir
kimyasal grubun kovalen olarak oligoniikleotitle baglanmis oldugu oligoniikleotit
anlamina gelmektedir. Tercih edilen oligoniikleotit baglar; fosforotioat, alkilo
fosfonat, fosforoditioat, fosfat esteri, alkilo fosfonotioat, fosfor amidatlar,
karbamatlar, karbonatlar, fosfat triesteri, asetamidatlar, karboksimetil esteri ve

peptitlerdir.
"Modifiye oligoniikleotit" terimi kovalen olarak modifiye edilmis baz ve/veya
seker ihtiva eden  oligonikleotit anlamina  gelmektedir. "Modifiye

oligoniikleotitler”, o6rnegin kovalen olarak diigik molekil agirlikl, 3'
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pozisyonunda hidroksil grubu ve 5' pozsiyonunda fosfat grubu olmayan organik
gruplarla  baglanmis olan seker artiklarm ihtiva eden oligoniikleotitleri
kapsamaktadir. Modifiye oligoniikleotitler, dmek olarak 2' O alkillestirilmis riboz

artiklar1 veya riboz yerine arabinoz gibi baska bir seker ihtiva edebilir.

Agiklamaya gore tanumlanan proteinler ve polipeptitler, tercihen izole durumda
olanlardir. "Izole protein" veya "izole polipeptit" terimleri, dogal ortamlarindan
ayrilmis protein veya polipeptitleri tanimlayan terimlerdir. Izole bir protein veya
polipeptit, biiyiik dl¢iide anndirilmis bir durumda bulunabilir. "Biiyitk olciide
arindirlmig” terimi, dogada veya in vivo ortamda bulundugu diger maddelerden

biiyiik dl¢iide bagimsiz oldugu durumu ifade etmektedir.

Bu tiir protein ve polipeptitler, drnegin antikor iiretiminde, imiinolojik veya tanisal
incelemelerde veya terapdtik uygulamalarda kullanilir. Agiklamaya gére
tamimlanmis protein ve polipeptitler, doku veya hiicre homojenat1 gibi biyolojik
orneklerden izole edilebilir ve birgok prokaryotik veya okaryotik ifadelendirme

sistemlerinde rekombinan olarak ifade edilebilir.

Bir proteinin veya polipeptitin veya bir amino asit diziliminin "tiirevleri”, bu bulus
kapsamindaki anlam dahilinde amino asit ekleme degiskenlerini, amino asit silme

degiskenlerini ve/veya amino asit substitiisyon degiskenlerini kapsamaktadir.

Amino asit insersiyon degiskenleri, amino ve/veya karboksi uglu fiizyonlar ile
belirli bir amino asit dizilimindeki tek veya birgok amino asidin insersiyonlarini
kapsar. Insersiyonlu amino asit dizilim degiskenlerinde bir veya bir¢ok amino asit
kalintisi, sonugta ortaya ¢ikan iiriiniin uygun bir sekilde taranmasi ile rastlantisal
bir insersivon da miimkiin olmasina karsin, bir amino asit diziliminde énceden
belirlenmis bir noktaya yerlestirilir. Amino asit silme degiskenleri, dizilimden bir
veya birka¢ amino asidin uzaklastirilmasi ile karakterizedir. Amino asit

substitlisyon degiskenleri, en azindan bir kalintinin dizilimden uzaklastirilmasi ve
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onun verine bir baska kalintinin verlestirilmesi ile kendini gosterir.
Modifikasyonlar, tercihen amino asit dizilimindeki homolog protein veya
polipeptitler arasinda korunmamis olan pozisyonlarda bulunur. Amino asitler,
tercihen hidrofobisite, hidrofilisite, elektro negatiflik, yan zincir oylumu veya
benzeri diger tiir ozelliklerle ikame edilir (koruyucu substitiisyon). Koruyucu
substitiisyonlar, Ornegin bir amino asidin, diger bir amino asitle, asagida ayni
grupta substitiie edilen amino asit olarak belirtilen amino asitlerle degisimi ile

ilgilidir:

1. Kigiik alifatik, polar olmayan veya hafif derecede polar olan kalintilar:
Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)

Negatif yiliklenmis kalintilar ve bunlarin amitleri: Asn, Asp, Glu, Gln
Pozitif ylklenmis kalintilar: His, Arg, Lys

Biiyiik alifatik, polar olmayan kalintilar: Met, Leu, Ile, Val (Cys)

b

Biiyiik aromatik kalintilar: Phe, Tyr, Trp.

Uc kalmti, protein mimarisindeki 6nemli rolleri nedeniyle parantez igine
alinmigtir. Gly, yan zinciri olmayan yegane kalinti olup bu o6zelligiyle zincire
esneklik saglar. Pro, zinciri giiglii bir sckilde daraltan olaganiistii bir gcometriye

sahiptir. Cys, bir disiilfit kpriisii kurabilir,

Yukanida tanmimlanan amino asit degiskenleri, bilinen peptit sentezleme
teknikleriyle, 6rnegin Kati Faz Sentesi (Solid Phase Synthesis, Merrifield, 1964)
ile veya benzer tekniklerle veya rekombinan DNA manipiilasyonu vasitasiyla
kolayca tiretilebilir. Bilinen veya kismen bilinen dizilime sahip DNA'larda
onceden belirlenmis noktalarda substitlisyon miitasyonlan yerlestirmek igin
kullanilan teknikler, iyi bilinmektedir ve dérnegin M13 mutajenezini kapsar. DNA
dizilimlerinin substitiisyon, insersiyon veya delesyon ile protein iiretimine yonelik
olarak manipiile edilmesi konusu, Ornegin Sambrock et al. (1989) tarafindan

yapilan arastirmada ayrintilt bir sekilde agiklanmisgtir.
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Protein, polipeptit veya peptitlerin "tirevleri”, karbonhidrat, lipit ve/veya
proteinler, polipeptitler veya peptitler gibi enzimle baglantili olan her tirli
proteinin tekli veya coklu subsititiisyonlarini, delesyonlarim ve/veya adisyonlarini
da kapsar. "Tlrev" terimi bunun yani sira protein, polipeptit ve peptitlerin islevsel

tim kimyasal esdegerlerini de kapsayan bir terimdir.

Tumérle baglantili bir antijenin bir kismi veya fragmami, ig¢inden ¢iktig
polipeptitin 1slevsel dzelliklerini gdsterir. Bu tiir islevsel dzellikler, antikorlarla
karsilikl1 etkilesimi, diger polipeptit veya proteinlerle karsilikh etkilesimi, niikleik
asitlerin se¢cmeli olarak baglanmasimi ve bir enzimatik faaliyeti kapsamaktadir.
Onemli bir zellik, HLA ile bir kompleks olusturarak gerektiginde bir bagisikli
reaksiyonu iiretme yetenegidir. Bu bagisikhik reaksiyonu, sitotoksik veya T
yardimel hiicrelerden ilseri gelen bir reaksiyon olabilir. Tiimérle baglantili bir
antijenin bulusa uygun bir kismi veya fragmani, tercihen tiimorle baglantili
antijenden kaynaklanan en az 6, 6zellikle en az &, en az 10, en az 12, en az 15, en
az 20, en az 30 veya en az 50 birbirini takip eden amino asitten olusan bir dizilimi

kapsar.

Timdorle baglantili antijen i¢in kodlayan niikleik asidin bir kissm veya fragmani,
agiklamaya gore niikleik asidin en azindan tiimorle baglantili antijen i¢in ve/veya
timarle baglantili antijenin bir kismi veya bir fragmani igin yukarida agiklandig

gibi kodlama yapan kismu ile ilgilidir.

Tiumérle baglantili antijenler igin kodlayan genlerin izolasyonu ve tanimlanmasi,
bir veya birkag tlimdrle baglantih antijenin ifadelendirilmesi yoluyla kendini
gbsteren bir hastaligin tanilanmasini olanakl kilar. Bu yontemler, tiimérle
baglantili bir antijen i¢in kodlayan bir veya birka¢ niikleik asidin belirlenmesini
ve/veya Kodlanan timdérle baglantili antijenin ve/veya ondan tiiretilen peptitlerin
belirlenmesini  kapsar. Nikleik asitlerin belirlenmesi, polimeraz zincirleme

reaksiyon veya isaretlenmis bir sonda ile melezlestirme dahil alisilagelmis
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yontemlerle yapilabilir. Timdrle baglantili antijenlerin veya onlardan tiiretilen
peptitlerin belirlenmesi, hastanin 6zel antikorlu serumlarinin antijen ve/veya
peptitlerin taninmasina yonelik olarak taranmasi yoluyla yapilabilir. Bu, aym
zamanda hastanin T hiicrelerinin ilgili timorle baglantili antijenin 6zelliklerine

yonelik taranmasiyla da gerceklestirilebilir.

Meveut Ggreti, antikorlar ve timorle baglantili antijenlerin hiicresel baglanti
partnerleri dahil olmak lizere burada tanimlanan tiimérle baglantili antijenlere

baglanan proteinlerin izolasyonunu da miimkiin kilar.

Meveut dgretide belirli uygulama usullerinde tiimdérle baglantili antijenlerden
tiiretilen "dominant negatif” polipeptitler de kullanima sunulur. Dominant nitelikli
negatif bir polipeptit, bir proteinin, hiicresel mekanizma ile karsilikli etkilesim
iliskisi dahilinde, hiicresel mekanizma ile kendi etkilesimi icinden aktif bir
proteini baskilayan veya aktif bir proteinle yaristirarak aktif proteinin etkisinin
azalmasina yol agan aktif olmayan bir degiskenidir. Ornegin bir ligandi baglayan,
ancak ligand baglamimina reaksiyon olarak hicbir sinyal iretmeyen dominant
nitelikli bir negatif reseptér, ligandm biyolojik etkisini azaltabilir. Benzer sekilde
normal olarak hedef proteinler ile karsihikh etkilesim icinde olan, ancak hedef
proteinleri fosforile etmeyen dominant nitelikli katalitik aktif olmayan bir kinaz,
hiicresel sinyalle etki i¢inde hedef proteinlerin fosforilasyonunu azaltabilir,
Benzer sekilde bir genin kontrol bdlgesindeki promotodr noktaya baglanan, ancak
genin transkripsiyonunu yiikseltmeyen dominant negatif bir transkripsiyon
faktorli, normal bir transkripsiyon faktoriiniin etkisini promotdr baglanti

noktalarini istila ederek transkripsiyonu yiikseltmeksizin azaltabilir.

Dominant negatif bir polipeptidin bir hiicre i¢inde ifadelendirilmesi, aktif
proteinlerin islevinin azaltilmasi ile sonug¢lanir. Uzman, bir proteinin dominant
negatif degiskenlerim drnefin geleneksel mutajenez yontemleriyle ve defisken

polipeptitin dominant negatif etkisini degerlendirerek {iretebilir.
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Aciklanan dgreti, timorle baglantili antijenlere baglanan polipeptit gibi maddeleri
de kapsamaktadir. Bu tiir baglanma maddeleri, ¢megin tiimérle baglantihi
antijenlerin ve baglanti maddeleriyle birlikte tiimérle baglantili antijenlerin
komplekslerinin kamitlanmasina yonelik uygulanan tarama testleri ile tliimorle
baglantili antijenlerin veya onlarin komplekslerinin baglant1 partnerleri ile birlikte
saflastirilmasinda kullanilabilir. Bu tiir maddeler, tliimérle baglantili antijenlerin
aktivitesinin, drnegin bu tiir antijenlerin baglanmasi yoluyla, bastirilmasinda da

kullanilabilir.

Bu nedenle selektit olarak tiimorle baglantili antijenlere baglanma becerisi
gisteren antikor veya antikor fragmanlan, agiklama kapsamindaki baglama
maddeleridir. Antikorlar, geleneksel usullerle iiretilen poliklonal ve monoklonal

antikorlar kapsamaktadir.

Bu tiir antikorlar, proteinleri dogal durumlarinda ve/veya denatiire olduklar
durumda tantyabilirler (Anderson et al.,, J. Immunol. 143: 1899-1904,
1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods 234: 107-116, 2000;Kayyem et al., Eur. J.
Biochem, 208; 1-8, 1992; Spiller et al., J. Immunol. Methods 224: 51-60, 1999).

Spesifik olarak hedef proteine baglanan spesifik antikorlar igeren antiserumlar,
cesitli  standart yontemlerle iretilebilir. Kiyaslama igin ornek ¢alismalar:
"Monoklonal Antikorlar: Pratik bir Yaklasim (Monoclonal Antibodies: A
Practical Approach)", Yazarlari: Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-
963722-9, "Antikorlar: Laboratuar El kitab1 {Antibodies: A Laboratory Manual}"
Yazarlari: Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142 ve "Antikorlar
Kullanmak: Laboratuar El Kitabi: Taginabilir NO Protokolii (Using Antibodies: A
Laboratory Manual: Portable Protocol NO)Y' Yazarlart: Edward Harlow, David
Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447. Bu kapsamda kompleks membran
proteinlerini dogal sekillerinde tanmiyan affine ve spesifik antikorlar iiretmek de

mimkindir (Azorsa et al., J. Immunol. Methods 229: 35-48, 1999; Anderson et
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al., J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989;Gardsvoll, J. Inmunol. Methods. 234: 107-
116, 2000). Bu, oncelikle terapdtik uygulamalarda kullanilma durumunda olan
antikorlar i¢in oldugu kadar ayni zamanda bircok tanisal uygulama igin de
onemlidir. Bu amagla tim proteinle, hiicre disi kismi dizilimlerle ve hedef
molekiiliinii  fizyolojik katli formda ifade eden hiicrelerle bagisiklik

kazandirilabilir.

Monoklonal antikorlar, geleneksel olarak hibridoma teknolojisiyle tretilebilir
(Teknik ayrintilar i¢cin bkz: Monoklonal Antikorlar: Pratik bir Yaklagim
(Monocional Antibodies: A Practical Approach)", Yazarlari: Philip Shepherd,
Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9, "Antikorlar; Laboratuar El kitab
(Antibodies: A Laboratory Manual)' Yazarlarn: Ed Harlow, David Lane ISBN:
0879693142 ve "Antikorlar1 Kullanmak: Laboratuar El Kitabi: Tagmabilir NO
Protokolii (Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO)Y'
Yazarlar: Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447).

Antikorun kendi epitopuna baglanmasinda antikor molekiiliiniin sadece kiigiik bir
pargasinin, yani paratopun rol oynadigi bilinmektedir (kiyaslaymiz Clark, W.R.
(1986), Modern Immiinolojinin Deneysel Temelleri (The Experimental
Foundations of Modern Immunology), Wiley & Sons, Inc., New York; Roitt, I.
(1991), Temel Immiinoloji (Essential Immunology), 7. Baski, Blackwell Bilimsel
Yayincilik, Oxford). Ornegin pFc¢' ve Fc boélgeleri, kompleman kaskadinin
etkileyicileridir, ancak antijen baglaniminda bir rolleri yoktur. Biinyesinden pFc'
bolgesinin enzimatik olarak ayrilmis oldugu veya pFc' bolgesi olmaksizin
tretilmis olan, F(ab"), fragmani olarak tamimlanan bir antikor, eksiksiz bir
antikorun her iki antijen baglanma noktalarin tasir. Benzer sekilde biinyesinden
Fc bolgesinin enzimatik olarak ayrilmis oldugu veya Fc bélgesi olmaksizin
retilmis olan, Fab fragmani olarak tanimlanan bir antikor, saglam bir antikor
molekiiliiniin antijen baglanim noktasini tasir. Bunun yani sira Fab fragmanlari,

bir antikorun kovalen bagli hafif zincirinden ve antikorun Fd olarak tanimlanmis
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agir zincirinin bir kismindan olusur. Fd fragmanlari, antikor ozelliginin ana
belirleyicileridir (tek bir Fd fragmani, antikorun 6zelligini degistirmeksizin, 10
adede kadar farkh hafif zincirle iliskilendirilebilir) ve Fd fragmanlari, izolasyon

durumunda epitopa baglanma yetenegini kaybetmez.

Antikorun antijen baglayan kisminda dogrudan antijenin epitopu ile karsilikli
etkilesime giren timleyici-belirleyici bolgeler (CDR'ler) ve paratoplarin tersiyer
yapilarini koruyan iskele bélgeleri (FR'ler) bulunur. Hem agir zincirin Fd
fragmanmda hem de IgG immiinglobiillerin hafif zincirinde ayn ayn iig¢ tiimleyici-
belirleyici bolge ile boliimlenen (CDR1'den CDR3'e kadar) dort iskele bolgesi
(FRI'den FR4'e) bulunur. CDR'ler ve &zellikle CDR3 bdlgeleri ve daha da
fazlasiyla agir zincirin CDR3 bolgesi, bliylik 6lgiide antikor spesifisitesinden

sorumludur,

Bir memelinin antikorlarinin CDR olmayan bolgelerinin esit veya degisik bir
spesifiteye sahip antikorlarin benzer bolgeleriyle ikame edilebildikleri ve bu
sirada ilk antikorun epitop spesifisitesinin degismeden kaldigi bilinmektedir. Bu
durum, islevsel antikor iiretimi i¢in insan disindaki canhlardan alinan CDR'lerin
kovalen olarak insani FR ve/veya Fc/pFc' bdlgeleriyle iligkilendirildigi

"insanlastirllmis” olarak tanimlanan antikorlarin gelistirilmesine olanak tanimigtir,

"SLAM" olarak adlandirilan teknoloji, bunu kullanmaktadir. Burada tam kandan
B hiicreleri izole edilir ve hiicreler monoklonal hale getirilir. Bunu takiben izole
edilmis B hiicrelerinin arta kalani, antikor spesifisitesi agisindan analiz edilir.
Akabinde hibridoma teknolojisinin aksine antikorun degisken bolgesi, tek PCR
hiicresiyle amplifiye edilir ve uygun bir vektor i¢ine klonlamr. Bu sekilde
monoklonal antikor kazanimi hizlandirilir (de Wildt et al. Immiinolojik Y#éntemler

Biilteni (J. fmmunol. Methods) 207:61-67, 1997).

WO 92/04381 numarali patentte bir bagka ornek olarak insanlastirilmis RSV
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antikorlarinin, fareden alinan FR bdlgelerinin en az bir kisminin insandan alinan
FR bolgeleri ile ikame yoluyla fareden tiretilmesi ve kullanimi tanimlanmaktadir.
Antijene baglanim yetenekli saglam antikorlarin fragmanlar1 dahil bu tiir

antikorlar, siklikla "kimera" antikor olarak tanimlanmaktadir.

Agiklama uyarinca antikorlarin F(ab'),, Fab, Fv und Fd fragmanlari, ve/veya Fc
ve/veya FR ve/veya CDRI1 ve/veya CDR2 ve/veya hafif zincirli CDR3
bélgelerinin homolog insan kaynakli veya insan kaynakli olmayan dizilimlerle
ikame edildigi kimera antikorlar, FR ve/veya CDR1 ve/veya CDR2 ve/veya hafif
zincirli CDR3 bolgelerinin homolog insan kaynakli veya insan kaynakli olmayan
dizilimlerle ikame edildigi kimera nitelikli F(ab'); fragman antikorlar, FR ve/veya
CDRI1 ve/veya CDR2 ve/veya hafif zincirli CDR3 bdlgelerinin homolog insan
kaynakli veya insan kaynakli olmayan dizilimlerle kimera nitelikli Fab fragman
antikorlar ve FR ve/veya CDR1 ve/veya CDR2 bdélgelerinin homolog insan
kaynakli veya insan kaynakli olmayan dizilimlerle ikame edildigi kimera nitelikli
Fd fragman antikorlar da kullanima sunulmaktadir. Tek zineirli antikor olarak

tamimlananlar da agiklama uyarinca kapsama dahil edilmistir.

Spesitfik olarak tiimdrle baglantili antijenlere baglanan polipeptitler de agiklama
kapsamindadir, Bu tiir polipeptit baglama maddeleri, drnegin ¢6zelti iginde basit
bir sekilde hareketsizlestirilmis formda veya faj gdsterimli kiitiiphane olarak
tiretilebilen dejenere edilmis peptit kiitiphaneleri yoluyla da kullanima hazir hale
getirilebilir. Bir veya birka¢ amino asitli birlesimsel peptit kiitiiphanelerini de
tiretmek miimkiindiir. Kitiiphaneler, bunun yani sira peptoidlerden veya peptidik

olmayan sentetik kalintilardan da tiretilebilir.

Faj gbsterimi, bulusa uygun baglama peptitlerinin tanimlanmasinda ézellikle etkili
olabilir. Bu islemde 6megin (6rnek olarak ml3, fd veya lamda faj kullanmak
suretiyle)} 4 ila yaklasik 80 amino asit kalintisindan olusan bir uzunlukta eklentiler

gdsteren bir faj kiitiiphanesi tretilir. Daha sonra ise timorle baglantili antijenlere
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baglanan eklentileri tasiyan fajlar secilir. Bu stireg, tlimorle baglantili antijenlere
baglanan fajlarin geri se¢imi seklinde muhtelif dongiilerde tekrarlanabilir.
Tekrarlanan dongiiler, belirli dizilimleri tasiyan fajlarin zenginlesmesine yol agar.
ifade edilen polipeptit dizilimlerinin taninmasi icin DNA dizilimlerinin analizi
yapilabilir. Dizilimin tiimérle baglantili antijene baglanan en kiiciik lineer kismi
belirlenebilir. Maya "ikili hibrit sistemi”, tlimére bagli antijjenlere baglanan
polipeptitlerin tammlanmasimda da kullanilabilir. Bulusa gére tanimlanan tiimérle
baglantili antijenler veya onlarin fragmanlari, timdrle baglantili antijenlerin peptit
baglanma partnerlerinin tanimlanmast ve secilmesi i¢in faj gosterim kiitiiphaneleri
dahil peptit kitiiphanelerinin taranmasi icin kullamlabilir. Bu tiir molekiiller,
ornek olarak tarama incelemeleri, saflastirma protokolleri, tlimorle baglantil
antijenin isleviyle yapilacak bir girisim veya uzmanlar tarafindan bilinen diger

amagclar i¢in kullanilabilir.

Yukarida tamimlanan antikor ve diger baglanti molekiilleri, érnegin tiimorle
baglantih antijeni ifade eden dokularm tanimlanmast i¢in kullanilabilir.
Antikorlar, ayrica tiimérle baglantili antijenleri ifadelendiren hiicre ve dokularn
gisterimine yonelik olarak tam amagh kullamlan spesifik maddelerle de
eslestirilebilir. Antikorlan bunun yani sira terapdtik anlamda yararh maddelerle de
eslestirmek mimkindir. Tamisal amagh kullamlan maddeler, bunlarla sinirh
olmamak lizere, baryum siilfat, iosetamik asitleri, iopan asitleri, kalsiyum ipodat,
sodyum diyatrizoat, meglumin diyatrizoat, metrizamid, sodyum tiropanoat ile
fliidr 18 ve karbon 11 gibi pozitron emitdrleri, iyot 123, teknetyum 99 m, iyot 131
ve indiyum 111 gibi gama emitdrleri, manyetik ¢ekirdek rezonansinda kullanilan
fliorin ve gadolinyum gibi niklitleri igeren radyolojik tam maddelerini
kapsamaktadir. “Terapotik anlamda yararli madde terimi’, bulus kapsaminda anti
kanserojen maddeler, radyoaktif iyot ihtiva eden baglantilar, toksinler, sitostatik
veya sitolitik ila¢ maddeleri vs. dahil istege gdre bir veya birkag tiimdérle baglantili
antijeni ifadelendiren hiicreye tasinan her tirlii terapétik molekilii 1fade

etmektedir. Anti kanserojen maddeler, 6rnek olarak aminoglutetimid, azatioprin,
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bleomisin sulfat, busulfan, carmustine, klorambusil, sisplatin, siklofosfamid,
siklosporin, sitarabidin, dacarbazin, daktinomisin, daunorubin, doksorubisin,
taksol, etoposide, flouorouracil, interferon alfa, lomustin, mercaptopurin,
metotreksat, mitotan, prokarbazin HCI, tioguanin, vinblastin siilfat ve vinkristin
silfat gibi maddelerdir. Diger antikanserojen maddeler, érnegin Goodman ve
Gilman: Terapi Biliminin Farmalojik Temeli (Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics) 8. Baski, 1990, McGraw-Hill, Inc., adh
eserde, dzellikle bu eserin 52. bolimiinde [Antineoplastik Ajanlar (Antineoplastic
Agents (Yazarlar: Paul Calabresi ve Bruce A. Chabner)] tanimlanmistir.
Toksinler, sekerci boyasi bitkisinden antiviral protein, kolera toksini, pertussis
toksini, risin, gelonin, abrin, difteri eksotoksini veya pseudo monas eksotoksin
olabilir. Toksin kalntilari, kobalt 60 gibi yiiksek enerji yayan radyo niiklitler de

olabilir.

"Hasta" terimi, agiklamaya gére insan, insanin disindaki primatlar veya diger bir
hayvan, dzellikle inek, at, domuz, koyun, ke¢i, képek, kedi gibi memeli hayvanlar
veya fare ve sigan gibi kemirgen hayvanlan ifade etmektedir. Hasta, ¢zellikle

tercih edilen bir uygulama usuliinde insandir.

"Hastalik" terimi, agiklamaya gére tiimérle baglantili antijenlerin ifadelendirildigi
veya anormal ifadelendirildigi her tiirlii patolojik durumu ifade etmektedir.
"Anormal ifadelendirme", bulus ve ag¢iklama kapsaminda ifadelendirmenin
saglikli bir bireydeki duruma kiyasla degistirildigi, tercihen artirildigi anlamina
gelmektedir. [fadelendirmenin artirilmasi, en az % 10, 6zellikle en az % 20, en az
% 50 veya en az % 100 oraninda artinma génderme yapmaktadir. Bir uygulama
usulinde tlimdrle  baglantih  antijen, sadece hasta bireyin dokusunda
ifadelendirilirken saglikli bireydeki ifadelendirilme baskilanir. Bu tiir bir hastaliga
Omek kanserdir ve "kanser" terimi, bulus kapsaminda kan kanseri, erbezi kanseri,
melanom, teratom, beyin uru, bobrek, bébrekiistli bezi, tiroit bezleri, bagirsak,

karaciger, kalin bagirsak, mide, sindirim sistemi, lenf bezi, yvemek borusu,
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kolorektal, pankreas, girtlak, burun, kulak (kulak-burun-bogaz), gogiis, prostat,
rahim, yumurtalik ve akciger kanserlerini ve bunlarin metastazlarini

kapsamaktadir.

Biyolojik bir érnek, bulusa gére doku ve/veya hiicre 6rnedi olabilir ve kullanim
i¢cin burada tanimlanan ¢ok ¢esitli, drnegin punch biyopsi dahil doku biyopsisi, ve
kandan, bronsial aspirat, balgam, iirin, diski veya diger viicut sivilarmndan alim

gibi yontemlerle alisilagelmis sekilde elde edilebilir.

"Immiinreaktif hiicre" terimi, aciklamaya gore uygun bir uyarimla bir imun hiicre
(ornegin B hiicresi, T yardimei hiicre veya sitolitik T hiicresi) i¢ine olgunlasabilen
bir hiicredir. Immiinreaktif hiicreler, CD34" hematopoietik kok hiicrelerini,
olgunlagsmamis ve olgunlasmis T hiicrelerini ve olgunlasmamis ve olgunlasmis B
hiicrelerini kapsar. Tiimérle baglantili antijenleri taniyan sitolitik veya yardimer T
hiicrelerinin {iretilmesi isteniyorsa immiinreaktif hiicre, sitolitik hiicrelerin ve
yardimer T hiicrelerinin tretim, farkhilasma ve/veya seleksiyonunu kolaylagtiran
kosullarda timérle baglantili bir antijeni ifadeleyen bir hiicreyle temas ettirilir. T
hiicre onciilerinin bir antijenle karsi karsiya getirilmesi durumunda sitolitik T
hiicre olarak farklilagsmasi, bagisiklik sisteminin klonal seleksiyonuna benzer bir

durumdur.

Bazi terapdtik yontemler, hastanin bagisiklik sisteminin, bir veya birkag tiimore
bagli antijen sunan kanser hiicreleri gibi antijen sunan hiicrelerinin ¢dzllmesine
yol acan reaksiyonuna dayanir. Burada ornegin bir timérle baglantil antijen ve
bir MHC molekiilii kompleksi i¢in spesifik olan otolog sitotoksik T lenfozitleri,
hiicre anormalitesi olan bir hastaya verilir. Bu tiir sitotoksik T lenfozitlerinin in
vitro ortamda tretilmesi bilinmektedir. T hiicrelerinin farklilastirilmasi ile ilintili
yontemle ilgili bir érnek, WO-A-9633265 patentte bulunmaktadir. Genellikle
hastadan kan hiicreleri gibr hiicrelerle ilgili bir 6rnek almnir ve hiicreler, bir

kompleks sunan ve sitotoksik T lenfositlerin (6rnegin aga¢ bigimli hiicrelerin)
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cogalmasimi tetikleyebilen bir hiicreyle temas ettirilir. Hedef hiicre, bir COS
hiicresi gibi transfekte edilmis bir hiicre olabilir. Transfekte edilmis bu hiicreler,
yiizeylerinde istenen kompleksi sunarlar ve sitotoksik T lenfositlerle temas
ettirilmeleri durumunda ¢ogalmalarini tesvik eder. Klonal genisletilmis otolog

sitotoksik T lenfositleri, daha sonra hastaya verilir.

Antijene spesifik sitotoksik T lenfositlerinin seleksiyonuna yonelik bir basgka
yontemde MHC siuf [ molekiil peptit komplekslerinin florojen tetramerleri,
sitotoksik T lenfositlerinin spesifik klonlarmin kanit1 i¢in kullanilir (Altman et al.,
Bilim (Science) 274:94-96, 1996; Dunbar et al., Gilincel Biyoloji (Current
Biology) 8:413-416, 1998). Coziilebilir MHC simif I molekiilleri, in vitro ortamda
B> mikroglobulin ve sinif I molekiile baglanan bir peptit antijeninin varlifinda
katlamaya tabi tutulur. Bunlar, MHC/peptit komplekslerinin saflastirilmasindan
sonra biyotin ile isaretlenir. Tetramerler, biyotinlenmis peptit MHC
komplekslerinin isaretlenmis avidin (6rnegin fikoeritrin} 4:1 molar orani dahilinde
olugturulur. Tetramerler, daha sonra periferik kan veya lenf bogumlari gibi
sitotoksik T lenfositleri ile temas ettirilir. Tetramerler, peptit antijen/MHC simf I
kompleksini tanityan sitotoksik lenfositlere baglamr. Tetramerlere baglanan
hiicreler, flonsil gidiimlemeli hiicre tasniti yoluyla reaktif sitotoksik T
lenfositlerin izolasyonu igin tasnif edilebilir, Izole edilen sitotoksik T lenfositler,

daha sonra in vitro ortamda ¢ogaltilabilir.

Adoptif transfer olarak tanimlanan bir terapdtik yontemde (Greenberg, .
Immunol. 136(5):1917, 1986; Riddel et al., Science 257:238, 1992; Lynch et al.,
Eur. J. Immunol. 21:1403-1410, 1991; Kast et al., Cell 59:603-614, 1989) istenen
kompleksi sunan hiicreler (6rmegin agag bigimli hiicreler), tedavi edilen hastanin
sitotoksik T lenfositleri ile kombine edilir, bu sayede spesifik sitotoksik T
lenfositlerin ¢ogalmasi saglanir. Cogaltilan sitotoksik T lenfositleri, daha sonra

spesifik kompleks sunan belirli anormal hiicrelerle karakterize olan bir hiicresel
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anomali gosteren bir hastaya verilir. Sitotoksik T lenfositler, daha sonra anormal

hiicreleri pargalar, bu sayede arzu edilen terapotik etki elde edilir.

Bir hastanin T hiicre dagarcigindan bu tiir bir spesifik komplekse karsi, siklikla
sadece diislik dereceli afin T hiicreleri ¢oZalir, ¢iinkii viiksek dereceli afin olanlar
tolerans gelisiminde imha edilir. T hiicre reseptdrlerinin transferi, burada bir
alternatif olabilir. Bunun i¢in aymi sekilde arzu edilen kompleksi sunan (Srnedin
aga¢ bicimli) hiicreler, saglikli kisilerin veya diger bir tiirlin (6rnegin farenin)
sitotoksik T lenfositleri ile kombine edilir. Bu, T lenfositlerin spesifik kompleksle
o ana kadar hi¢bir temasta bulunmamig bir bagis¢1 organizmadan kaynaklanmas:
durumunda yiiksek afin nitelikteki sitotoksik T lenfositlerin ¢ogalmasina yol agar.
Cogaltilan bu spesifik T lenfositlerin yiiksek afin T hiicre reseptorii, klonlanir.
Bunlar, yiiksek atin T hiicre reseptorlerinin baska bir tiirden klonlanmis olmas:
durumunda degisik Olgiilerde insanilestirilir. Daha sonra bu tir T hiicre
reseptorleri, gen transferi yoluyla, drnegin retroviral vektorlerle istenildigi kadar
hastamin T hiicrelerine transdiiksiyon yoluyla verilir. Adoptif transter, daha sonra
bu genetik olarak degistirilmis T lenfositler ile yapilir (Stanislawski et al., Nat
Immunol. 2:962-70, 2001 ; Kessels et al., Nat Immunol. 2:957-61, 2001).

Yukanda agiklanan terapotik yaklagimlar, hastanin en azindan bazi anormal
hiicrelerinin tiimérle baglantili antijen ve bir HLA molekiilii kompleksini sunmasi
durumundan yola c¢ikmaktadir. Bu tir hiicrelerin tanimlanmasi, kendi ig¢inde
bilinen bir yolla yapilir. Kompleks sunan hiicreler tanimlandiginda hastadan
alinan ve sitotoksik T lenfositi igeren bir drnekle kombine edilebilir. Kompleks
sunan hiicrelerin sitotoksik hiicreler tarafindan ¢6ziilmesi durumunda tiimorle

baglantil bir antijen sunumu oldugu kabul edilebilir.

Adoptif transfer, bulus uyarinca uygulanan tek terapi sekli degildir. Sitotoksik T
lenfositleri, in vivo ortamda kendi icinde bilinen ydntemle de Gretilebilir. Bir

yontemde kompleksi ifadelendiren proliferatif olmayan hiicreler kullanilir. Bu
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yontemde kullanilan hiicreler, normalde kompleksi ifadelendiren i1sinlanmis
hiicreler veya kompleksin sunumu i¢in gerekli olan bir veya her iki genle
transfekte olan olan hiicreler olacaktir (diger bir deyisle antijen peptit ve sunucu
HLA molekiilii). Cesitli hiicre tipleri kullanilabilir. Bunun yam sira ilgili bir gmi
veya her iki geni tasiyan vektdrler de kullanilabilir. Viral veya bakteriyel vektorler
odzellikle tercih edilir. Ornegin bir timdrle baglantili antijen veya onun bir kismi
i¢cin kodlayan niikleik asitler, 1slevsel olarak tiimérle baglantilh geni veya onun bar
fragmaninin  ifadesini  belirli  dokularda veya hiicre tiplerinde denetleyen
kolaylastirict ve gelistirici dizilimlerle iliskilendirilebilir. Niikleik asit bir
ifadelendirme vektorii icine yerlestirilebilir. ifade vektorleri, iclerine eksojen
niikleik asit insersiyonunun miimkiin oldugu modifiye edilmemis ekstra kromozal
niikleik asitler, plazmitler veya viral genomlar olabilir. Tiimorle baglantili bir
antijen i¢in kodlama yapan niikleik asitler, retroviral bir genom igine de
yerlestirilebilirler ki bu suretle niikleik asidin hedef doku veya hedef hiicrenin
genomu icine entegrasyonu saglanir. Bu sistemlerde vaksinia viriisli, poks viriis,
herpes simpleks viriis, retro viriis veya adeno viriis gib1 bir mikro organizma ilgili
geni tasir ve konakgr hiicreleri de fakto olarak "enfekte" eder. Bir diger tercih
edilen form, timorle baglantilh  antijenin  rekombinan RNA  olarak
yerlestirilmesidir. Bunlar, &rnegin liposomal transfer veya elekiro porasyon
yoluyla hiicrelere yerlestirilebilir, Sonugta olusan hiicreler, ilgili kompleksi sunar

ve daha sonra ¢ogalan otolog sitotoksik T lenfositler tarafindan taninirlar.

Benzer bir etki, antijen sunan hiicrelere in vivo ortamda bir yerlestirme
gergeklestirebilmek igin tiimérle baglantili antijen veya onun bir fragmaninin bir
adjuvan ile kombinasyonu yoluyla elde edilebilir. Timorle baglantili antijen veya
onun bir fragmani, protein, DNA (6megin bir vektoriin i¢inde) veya RNA olarak
sunulmus olabilir. Tiimérle baglantili antijen, HLA molekiil i¢in peptit partner
elde etmek i¢in isleme tabi tutulurken diger taraftan onun bir fragmani, baska bir
isleme tabi tutmaya gerek olmaksizin sunulabilir. Bu sonuncu durum, 6zellikle

bunlarin HLA molekiiliine baglanabildigi durumu ifade etmektedir. Tiim antijenin
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in vivo ortamda agac¢ bicimli bir hiicre tarafindan isleme tabi tutuldugu verme
bicimleri, burada ayn1 zamanda yardimei T hiicrelerinde de tepki olusma ihtimali
nedeniyle tercih edilir. Etkili bir bagisiklik tepkisi, bunlara ihtiya¢ duyar
(Ossendorp et al., Immunol Lett. 74:75-9, 2000; Ossendorp et al., J. Exp. Med.
187:693-702, 1998). Genel olarak tiimdrle baglantili bir antijenin etkili bir miktar
hastaya 6rnegin intradermal enjeksiyon yoluyla zerk edilebilir. Ancak enjeksiyon,
intranodal yolla bir lenf bogumuna da yapilabilir (Maloy et al., Proc Natl Acad
Sci USA 98:3299-303, 2001). Enjeksiyon aynmi zamanda agac¢ bi¢gimli hiicreler
icine alim1 kolaylastiran ayiraglarin kombinasyonu yoluyla da yapilabilir. Tercih
edilen tiimorle baglantili antijenler, alojen kanser anti serumlariyla veya bircok
kanser hastasinin T hiicreleriyle reaksiyon gdsterenlerdir. Ancak &ncesinde
kendilerine karsi anhk bagisiklik tepkisi olmayanlar, 6zellikle ilgingtir. Bunlara
karsit kamitlanabilir sekilde dis etkiyle timdrleri ¢dzen bagisikhik etkisi
olusturulabilir (Keogh et al., J Immunol. 167:787-96, 2001; Appella et al.,
Biomed Pept Proteins Nucleic Acids 1:177-84, 1995; Wentworth et al., Mol
Immunol. 32:603-12, 1995).

Agiklamaya gore tamimlanan farmasotik bilesimler, bagisiklhik kazandirmaya
yonelik as1 olarak da kullanilabilir, "Bagisiklagtirma” veya "asilama” terimleri
aciklamaya gore bir antijene karsi bagisiklik reaksiyonunun artmilmast veya
aktive edilmesini ifade etmektedir. Hayvan modelleri, kansere karsi bagigiklik
kazandiran bir etkinin test edilmesi amacina y&nelik olarak tiimorle baglantilt bir
antijen veya onun i¢in kodlama vyapan bir niikleik asitten yararlanilarak
kullanilabilir. Ornegin insandan alinan kanser hiicreleri, bir timér olusturmak igin
bir fareye yerlestirilebilir ve tiimorle baglantili antijen i¢in kodlayan bir veya
birkag niikleik asit zerk edilebilir. Kanser hiicreleri iizerindeki etki (6rmegin
tiimoriin - buyiikliiglinde meydana gelen azalma), niikleik asitlerle yapilan

bagisikligin bir dl¢lisii olarak alinabilir.

Bir veya birka¢ timorle baglantili antijen veya onlarin uyarict fragmanlari,
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bagisiklik kazandirma amacli bir bilesigin bir parcasi olarak bir veya birkag
adjuvan bagisiklik reaksiyonunu baslatmak veya bagisiklik reaksiyonunu artirmak
i¢cin zerk edilebilir. Adjuvan, antijen i¢ine yerlestirilen veya bununla birlikte zerk
edilen ve bagisiklik reaksiyonunu giiglendiren bir maddedir. Adjuvan maddeler,
antijen dagarciklarimin (hiicre dis1 veya makrofa) olarak) diizenlenmesi,
makrofajlarin aktivasyonu ve/veya belirli lenfositlerin uyarilmasit yoluyla
bagisiklik reaksiyonunu giiglendirilebilirler. Adjuvan maddeler, bilinen maddeler
olup bunlarla sinirhh olmamak kaydiyla monofosforil lipid A (MPL, SmithKline
Beecham), QS21 (SmithKline Beecham), DQS21 (SmithKline Beecham; WO
96/33739), QS7, QS17, QS18 und QS-L1 (So et al., Mol. Cells 7:178-186, 1997)
gibi saponinleri, tam olmayan Freund adjuvan, tam Freund adjuvan, E vitamini,
Montanid, Alaun, CpG oligo niikleitler(kiyaslayimiz Kreig et al., Doga (Nature)
374:546-9, 1995) ve skual ve/veva tokoferol gibi biyolojik olarak ayrisabilen
yaglardan elde edilen farkli yag/su emiilsiyonlarim1 kapsamaktadir. Peptitler,
tercihen DQS21/MPL igeren bir karisim ile zerk edilir. DSQ21'in MPL'ye orani,
genel anlamda yaklasik 1:10 ila 10:1, tercihen yaklasik 1:5 ila 5:1 ve ozellikle
yaklasik 1:1'dir. Insana verilme amagh DQS21 ve MPL, genel olarak yaklasik 1

ng ila yaklasik 100 pg araliginda a1 formiilasyonu olarak mevcuttur,

Hastanin bagisiklik reaksiyonunu uyaran diger maddeleri de vermek miimkiindiir.
Ornegin sikotinler, lenfositler iizerindeki diizenleyici 6zellikleri nedeniyle
asgilamada kullanilabilir. Bu tiir sikotinler, érnegin asilarin koruyucu etkilerini
giiclendirdigi kanmitlanmis olan interlenkin 12(IL 12) (kiyaslayimiz Science
268:1432-1434, 1995), GM-CSF ve IL-18" kapsamaktadir.

Bagisiklik reaksiyonunu gii¢lendiren ve bu nedenle agilama isleminde
kullanilabilme niteliginde olan bir dizi baglanti vardir. Bu baglantilar, protein
veya niikleik asit olarak hazir hale getirilen Kkostimiilan molekiilleri
kapsamaktadir. Bu tiir kostimiilan molekiiller, érnegin aga¢ bigimli hiicreler (DC)

tizerine ifade edilen ve T hiicreleri iizerine ifade edilen CD28 molekiilleri ile
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karsilikli etkilesim ic¢inde olan B7-1 ve B7-2 (CDRO wveya CD86) gibi
molekiillerdir. Bu karsilikli iletisim, antijen/MHC/TCR tarafindan stimiile edilen
(sinyal 1) T hiicre i¢in bir kostimiilasyonu (sinyal 2) saglar ki bunun neticesinde T
hiicrenin g¢ogalimi ve efektor islevi gliglendirilir. B7, aymi zamanda CTLA4
(CD152) T hiicreleri ile de karsilikli etkilesime girer ve CTLA4 ve B7
ligandlarinin dahil edildigi aragtirmalar, B7 ile CTLA4 arasindaki karsilikli
etkilesimin timore karsi bagisikligt ve CTL cogalimimi giiglendirebildigini
gostermistir {(Zheng, P. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 95(11):6284-6289
(1998)).

B7, T hiicreleri i¢in etkili antijen sunucu hiicre (APC) olmamalan icin tipik olarak
tiimor hiicrelerine ifadelendirilmez. B7 ifadelendirmesinin baslatilmasi, tGmor
hiicrelerinin sitotoksik T lenfositlerinin ¢ogalimini ve etkileyici nitelikli bir iglevin
tetiklenmesini miimkiin kilar. B7/IL-6/IL-12 kombinasyonunun kostimiilasyonu
IFN gama ve Thl sitokin profilinin bir T hiicre popiilasyonu i¢inde tetiklendigini,
bunun da daha gii¢lii bir T hiicre faaliyetine neden oldugunu gostermistir

(Gajewski et al., J. Immunol. 154:5637-5648 (1995)).

Sitotoksik T lenfositlerinin tam bir aktivasyonu ve tam bir etkileyici fonksiyon, T
yardimct hiicreleri Gizerindeki CD 40 ligandlarimin ve agag¢ bi¢imli hiicreler
tarafindan ifade edilen DC40 molekiilii arasindaki karsilikli etkilesim yoluyla T
yardimcr hiicrelerin - katilimint  gerektirir (Ridge et al.,, Nature 393:474
(1998), Bennett et al., Nature 393:478 {1998), Schonberger et al., Nature 393:480
(1998)). Bu kostimiilasyon sinyalinin mekanizmasi, muhtemelen B7 ve baglantili
IL-6 / 1L-12 iretiminin agac bicimli hiicreler (antijen sunucu hiicreler) yoluyla
artirm ile ilgilidir. CD40 /CD40 L karsihikh etkilesimi, bu sekilde sinyal
I(antijen/MHC-TCR) karsiikli etkilesimi ve sinyal 2 (B7-CD28) karsilikli

etkilesimini tamamlar.

Aga¢ bigimli hiicrelerin uyarilmas: i¢in anti CD40 antikorlarinin kullanimi,
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beklentiye uygun sekilde dogrudan normal olarak iltihapli reaksiyon alaninin
disinda bulunan veya uzman olmayan antijen sunucu hiicreler (tiimor hiicreleri)
tarafindan sunulan tlimor antijenlere kars: reaksiyonu gii¢lendirir. Bu durumlarda
T yardimc1 ve B7 kostimiile edici sinyaller saglanmaz. Bu mekanizma, antijen

darbeli agag bigimli hiicrelere dayal: terapilerle baglantili olarak kullanilmaz.

Aciklamaya gore niikleik asitlerin, polipeptit veya peptitlerin verilmesi de
ongoriilmektedir. Poliepetit ve peptitlerin verilmesi, kendi icinde bilinen yollarla
yapilir. Bir uygulama usuliinde niikleik asitlerin verilmesi ex vivo yontemle, yani
hastadan hiicrelerin alinmasi, tiimorle baglantihi bir antijen yerlestirilmesi i¢in
hiicrelerin genetik olarak degistirilmesi ve degistirilmis hiicrelerin tekrar hastaya
verilmesi suretiyle yapilir. Bu, genel olarak bir genin islevsel bir kopyasinin
hastanin hiicrelerine in vitre ortamda vyerlestirilmesi ve genetik olarak
degistirilmis hiicrelerin tekrar hastaya verilmesini kapsar. Genin islevsel kopyasi,
genin genetik olarak degistirilmis hiicrelerde ifadelendirilmesine olanak taniyan
diizenleyict unsurlarin  islevsel kontroli altindadir. Transfeksiyon ve
transdiiksiyon ile ilgili yontemler wuzmanlarca bilinmektedir. Aciklama
kapsaminda niikleik asitlerin in vivo ortamda viriis ve hedef denetimli liposomlar

gibi vektdrler kullanilarak verilmesi de dngoriilmektedir.

Tercih edilen bir uygulama usuliinde adeno virlisleri, adeno baglantili viriisler,
vaksinya virlisii ve atenlie poks viriisleri, semliki forest viriisii, retro viriisler,
sindbis virlisii ve Ty virilis benzeri partikiiller dahil poks virlislerinden olusan
gruptan secilen viral bir vektor, tiimédrle baglantili bir antijen i¢in kodlayan bir
niikleik asidin verilmesinde kullamilir. Adeno virtisleri ve retro virlisler, 6zellikle
tercih edilir. Retro wvirtisler, genellikle replikasyonu yetersiz (yani enfeksiyoz

partikiil liretim vetenegi olmayan) viriislerdir.

Aciklamaya gore niikleik asitlerin in vitro veya in vive ortamda hiicre igine

yerlestirilmesine yonelik olarak ¢esitli vontemler kullanilabilir. Bu tiir yontemler,
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niikleik asit CaPQO, cokeltilerinin transfeksiyonunu, DEAE ile baglantili olan
niikleik asitlerin transfeksiyonunu, ilgili niikleik asitleri tasiyan yukarida belirtilen
virtslerin transfekte veya enfekte edilmesini, liposom aracilifiyla yapilan
transfeksiyonlar ve benzeri yoOntemleri kapsar. Belirli uygulama usullerinde
niikleik asidin belirli hiicrelere yonlendirilmesi tercih edilir. Bu tiir uygulama
usullerinde bir niikleik asidin bir hiicreye (6rnegin bir retro virlis veya bir
liposoma) verilmesinde kullanilan bir tasiyici, bagli bir hedef denetleme
molekiiliine sahip olabilir. Ornegin bir molekiil, hedef hiicrede viizey zar1 proteini
icin spesifik olan bir antikor veya hedef hiicredeki bir reseptdriin ligandi gibi
niikleik asit tasiyiciya yerlestirilebilir veya ona baglanabilir. Tercih edilen
antikorlar, selektif olarak tiimorle baglantili bir antijeni baglayan antikorlar
kapsar. Niikleik asidin liposom vasitasiyla verilmesinin istenmesi durumunda
endositozla baglantili olan ylizey zar1 proteinini baglayan proteinler, hedefli bir
yonlendirme veya alimi mimkiin kilmak igin lipozom formiilasyonuna
yerlestirilir. Bu tiir proteinler, belirli bir hiicre tipi i¢in spesifik olan kapsid
proteinlerini veya onlarin fragmanlarini, internalize edilen proteinlere karst
antikorlar1, hiicre i¢i bir noktay: tetikleyen proteinleri ve benzeri proteinleri

kapsar,

Acgiklamaya uygun terapdtik bilesimler, farmasétik agidan uygun preparasyonlar
seklinde zerk edilebilir. Bu tiir preparasyonlar, genel olarak tuz, tampon maddeler,
koruyucu maddeler, tasiyicilar, adjuvan maddeler, CpG ve sikotinler gibi
biitlinleyici bagistklik artirict maddelerin uygun farmasétik derisimlerini ve

gerektiginde diger terapotik aracilar kapsayabilir.

Terapotik aracilar, enjeksiyon veya infiizyon dahil bilinen tlim yollarla verilebilir.
Aracilarin verilmesi, Ornegin oral, intravendz, intraperitoneal, intramiiskiiler,
subkiitan veya transdermal yollarla yapilabilir. Antikorlarin terap&tik amacla
verilmesi i¢in tercih edilen yol,akciger aerosoludiir. Antisens niikleik asitlerin

verilmesi ise tercihen intravendz yolla yavas bir sekilde yapilir.
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Bilesimler, etkili miktarlarda verilir. "Etkili miktar", tek basina veya cesitli
dozlarda istenen reaksiyonu veya istenen etkiyi yaratabilen miktardir. Kendini bir
veya birka¢ tiimérle baglantilhi antijenin ifadelendirilmesiyle gosteren belirli
hastaliklarda veya belirli durumlarda arzu edilen reaksiyon, hastaligin ilerleyisinin
baskilanmasidir. Bu reaksiyon, hastalifin ilerleyisinin yavaslatilmasi ve dzellikle
hastaligin ilerleyisinin kesintiye ugratilmasini kapsar. Bir hastaligin veya bir
durumun tedavisinde ulagilmak istenen reaksiyon, hastalifin veya durumun ortaya

cikisinin geciktirilmesi veya 6nlenmesi de olabilir.

Bulusa uygun bilesimin etkili miktari, tedavi edilen durum, hastalifin agirlik
derecesi, yas, psikolojik durum, boy ve agirlik dahil hastayla ilgili bireysel
parametreler, tedavinin siiresi, (eger varsa) eslik eden terapinin niteligi, spesifik

ilag verme yolu ve benzer unsurlara da bagli olacaktir.

Farmasoétik bilesimler, tercihen steril ve istenen reaksiyon veya istenen etkinin
yaratilabilmesi i¢in terapotik acidan etkili maddenin etkili bir miktarini igeren

bilesimlerdir.

Verilen bilesimlerin dozajlar, verilme usulli, hastanmn durumu, arzu edilen
verilme siiresi vb. gibi parametrelere de bagli olabilir. Hastaya verilen baglangi¢
dozajinda elde edilen reaksiyonun yetersiz olmast durumunda daha yiiksek dozlar
(veya bir bagka, daha giiclii verlesimli verilis yoluyla elde edilen etkili daha
yiiksek dozlar) uygulanabilir.

Tedavi veya bagisiklik reaksiyonu yaratilmast veya artirilmasi icin genel olarak
timorle baglantil antijenin Ing ila 1 mg arasindaki dozlar, tercihen 10 ng ila 100
ug arasindaki dozlan formiile edilir ve verilir. Tiimdérle baglantili antijenler i¢in
kodlayan niikleik asitlerin (DNA ve RNA) verilmesi isteniyorsa 1 ng ila 0,1 mg

arasindaki dozlar formule edilerek verilir.
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Farmasotik  bilesimler, genellikle farmasotik olarak uygun miktarlarda ve
farmasotik acidan uygun bilesimlerde verilir. "Farmasétik olarak uygun" terimi,
farmasotik  bilesimin  aktif unsuruyla karsilikli etkilesime girmeyen toksik
olmayan bir maddeyi ifade etmektedir. Bu tlir preparasyonlar, genel olarak tuz,
tampon maddeleri, koruyucu maddeler, tasiyicilar ve gerektigi durumlarda diger
terapotik etken maddeleri kapsayabilir. Tuzlar, tibbi bir kullanimda farmasétik
olarak uygun olmalidir. Ancak farmasotik olarak uygun olmayan tuzlar,
farmasdétik uygun tuz tiretiminde kullanilabilir ve bu, bulus kapsaminda olan bir
konudur. Bu tir farmakolojik ve farmasoétik olarak uygun tuzlar, bunlarla sinirh
olmamak kaydiyla, hidrojen klorir asidi, bromlu hidrojen asidi, kikiirt asidi,
potasyum nitrat, fosfor, dikardon asidi, sirke asidi, salisilik asit, sitrik asit, formik
asit, malonik asit, suksinik asit ve benzeri asitlerden elde edilen tuzlarn kapsar.
Farmaso6tik olarak uygun tuzlar, sodyum tuzu, kalyum tuzu veya kalsiyum tuzu

gibi alkalik metal veya alkalik maden tuzu olarak da iiretilebilir.

Bulusa uygun farmasétik bir bilesim, farmasétik olarak uygun bir tasiyiciyi
igerebilir. "Farmasotik olarak uygun tasiyict” terimi, bulugsa gore insanlara
verilmeye uygun dolgu maddeleri, inceltici maddeler veya kapsiil seklinde
maddeleri ifade ctmektedir, "Tasiyict" terimi, aktif bilesenin  kullanimim
kolaylastirmak igin kombine edildigi dogal veya sentetik yapili organik veya
inorganik bir bileseni ifade etmektedir. Farmasétik bilesimlerdeki bilesenler, o
Ol¢iide alisilagelmis maddelerdir ki istenilen farmasdétik etkiyi énemli olgiide

engelleyen bir etkilesim meydana getirmezler.

Farmasétik bilesimler, tuzda sirke asidi, tuzda sitrik asit, tuzda bor asidi ve tuzda

fosfor asidi gibi uygun tampon maddelerini igerebilir.

Farmasotik bilesimler, gerektigi durumlarda benzalkonyum kloriir, klor butanol,

paraben ve timerosal gibi uygun koruyucu maddeleri de igerebilir.
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Farmasotik bilesimler, genel olarak bir ornek doz seklinde sunulur ve bilesim
bazinda bilinen sekilde retilir. Farmasotik bilesimler, aciklamaya gére 6rmegin
kapsiil, tablet, agizda eriyen pastil, siispansiyon, surup, icecek veya emiilsiyon

olarak sunulabilir.

Parenteral yoldan verilme i¢in uygun olan bilesimler, genel olarak tercihen
alicinin kaniyla izotonik olan etkin maddenin steril sulu veya sulu olmayan bir
preparasyonudur. Uygun tasiyicilar ve ¢dzlicii maddeler, 6rnegin ringer ¢dzeltisi
ve izotonik sodyum kloriirdiir. Genel olarak bunlara ilaveten c¢ozelti veya

suispansiyon araci olarak steril, fikse edilmis yaglar kullamir.

Meveut bulus, asagida sadece agiklama amagh olarak verilmis olan ve konuyu
sinirlandirict olarak anlasilmamasi gereken sekil ve orneklerde ayrintili olarak
aciklanmistir. Konunun uzmani kisiler, aciklama ve Orneklerden yola ¢ikarak

kolayca daha baska uygulama usulleri ortaya koyabilirler.

Sekiller:

Sekil 1. Claudin-18A2.1-Mide ve yemek borusunda ve mide ve pankreas

tiimdorlerinde ifadesi

Claudin-18A2.1 spesifik primerlerle (SEQ ID NO: 39, 40) vapilan RT-PCR
analizi, bulusa gore 8/10 mide timorii biyopsilerinde ve 3/6 pankreas tlimoril
biyopsilerinde ¢ok belirgin bir sekilde Claudin18A2.1 ifadesini gostermistir.
Ayrica mide ve yemek borusundaki normal dokularda da belirgin bir
itadelendirmenin varhigi kanmtlanmistir. Buna karsilik yumurtalik ve yumurtalik

tiimorlerinde herhangi bir ifadelendirme tespit edilmemistir.
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Sekil 2. Claudinl8 konformasyonlarimin sematik gosterimi

Claudin 18A2 polipeptidi, bulusa gére hiicre lizerinde iki konformasyon halinde
bulunur. Protein, 1. konformasyonda 4 trans membran domain (TM) ile birlikte
bulunur ve hiicre disinda konumlu iki ayr1 domain gosterir. 2. konformasyonda ise
her iki orta hirofob alani (h-fob), trans membran domain fonksiyonunu yerine
getirmez. Bu konformasyonda bu ozellik sayesinde 1. konformasyona kiyasla
hiicre disinda ilave peptit bolgeleri bulunur. Bunun yani sira bu konformasyon
sonucunda 116. pozisyonda ilave bir glikosilasyon noktasi (daha kalin ok) ortaya
¢ikar. Ongoriilen tiim glikosilasyon domainleri seklin alt kisminda gdsterilmistir.
Ex 1; hiicre dist domain 1, Ex 2; hiicre disi domain 2, TM: Trans membran

domainleri, H fob: hiicre dis1 hidrofob bdlge.

Sekil 3. Claudin18'in Nicel ifadelendirilmesi, Degisken Al

Claudin 18A1, akciger ve mide dokulari disinda higbir normal dokuda tespit
edilmemektedir. Claudin 18A1, bir¢ok timdrli dokuda dikkate deger olgiide
ifadelendirilir. Mide, akciger, pankreas ve yemek borusu tiimdrlerinde ozellikle

dikkate deger bir ifadelendirme goriilmektedir.
Sekil 4. Claudin 18'in Nicel Ifadelendirilmesi, Degisken A2
Claudin18A2 mide dokulari disinda hi¢bir normal dokuda tespit edilmemektedir.

Claudin18A?2 birgok tiimorlii dokuda, 6zellikle mide, akciger, pankreas ve yemek

borusunda ifadelendirilir.
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Sekil 5. Claudin 18A2'ye spesifik antikorlarin (hiicre disi domainler)

kullanim

A: Claudin 18A2 pozitif mide timor( hiicrelerinin (SNU 16, metanol ile
fikslenmis) bir peptitin (SEQ ID NO:17) bagisiklastirilmast ile iiretilen bir
antikorla boyanmasi. Hiicre/hiicre karsilikli etkilesim alanlarinda ézellikle
¢ok belirgin bir sekilde membran boyas: ortaya ¢cikmaktadir. Protein, fokal
membran alanlarinda bir araya toplanmaktadir.

B, C, D: Claudin 18A2 GFP i¢inde transfekte edilen 293T hiicrelerimin
kolokalizasyon analizi ile antikorun spesifisitesinin kanitlanmasi. B: GFP

fliior 1s1ma; C: Anti Claudin18A2; D; Bindirme,

Sekil 6. Claudinl8A2'ye spesifik antikorlarin (hiicre dis1 domainler)

kullanimm

Claudin 18A2 pozitif mide tiimorii hiicrelerinin (SNU 16} bir peptitin (SEQ 1D
NO: 113, N ugta konumlu hiicre dist domainler) bagigiklandirilmasi ile Giretilen bir
antikorla membran boyamasi. Kars1 boyama i¢in E kadherine kars1 yonlendirilmis
olan monoklonal bir antikor kullanilmistir. A: Claudinl8A2 antikorlar; B: Anti E
Kadherin karsit boyama; C: Bindirme.

Sekil 7. Antikorlarin claudin 18'in C uclu hiicre disi domainlerine kars

kullanim

Soldaki sekiller: Claudin 18A2 pozitif mide tiiméri hiicrelerinin (SNU 16) bir
peptitin (SEQ ID NO: 116, C uglu hiicre disi domainler) bagisiklastirilmas ile
tiretilen bir antikorla membran boyamasi. Karsi boyama icin E kadherine karsi

yonlendirilmis olan monoklonal bir antikor kullanilmustir (sagdaki sekiller).
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Sekil 8. Claudin 18A1'e spesifik antikorlari kullanim

Ustte: Mide tiimérii hiicrelerinin (SNU 16; claudin 18A2 pozitif) claudin 18A1'e
spesifik bir peptitin (SEQ ID NO: 115) bagisiklastirilmasi ile Uretilen bir antikor

ile zayiftan boyama ile eksik boyama arasinda boyanmasi. A: Anti E Kadherin; B:

Anti Claudinl8A1; C: Bindirme.

Altta:  Claudin  18A1 GFP iginde transfekte edilen 293T hiicrelerinin
kolokalizasyon analizi ile antikor spesifisitesinin kanitlanmasi A: GFP fliior

151ma; B: AntiClaudinl 8A1; C: Bindirme.

Sekil 9. Claudin 18A2'nin Western blot testinde kanitlanmasi

Claudin 18A2 spesifik antikor ile ¢esitli saglikli dokulardan almnan lizatlarla
western blotlama, SEQ ID NO. 17 olan epitopa kars: yonlendirilmig durumda.
1: Mide; 2: Testis; 3: Deri; 4: Gogiis; 5: Karaciger; 6: Kolon; 7: Akciger; 8:

Babrek; 9: lenf bogumu normal dokular.

Sekil 10. Mide ve mide tiimorleri ile cesitli tiimor hiicresi dizilerinden alinan

ornekler ile claudin 18A2'nin western blot testi.

Mide ve mide tiimorleri lizatlan (A,B) ve tiimdr hiicresi dizileri (C,D), blotlamaya
tabi tutularak claudin 18A2've spesifik bir antikor ile SEQ ID NO. 17 olan epitopa
karsi test edildi. Mide tiimorleri, claudin 18A2'nin daha az glikozile olmus bir
formunu gostermektedir. Mide lizatlarinin PNGase F ile islenmesi, diisiik

glikolize bir formun olugmasi ile sonuglanmaktadir.

A: 1. Normal mide dokusu #A; 2: Mide timori #A; 3: Normal mide
dokusu #B; 4: Mide timori #B
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B: 1: Normal mide dokusu #A; 2: Normal mide dokusu #B; 3: Normal
mide dokusu #B + PNGase F; 4: Mide tiimdrii #C; 5: Mide timori #D; 6:
Mide tiimérii #D + PNGase F

C: 1: Normal mide dokusu; 2: MDA-MB-231; 3: SK-MEL-37; 4. AGS; 5:
SNU-I; 6: SNU-16; 7: EFO27; & TOV-112D; 9: OVCAR. Tumér hiicre
dizilerinin claudin 18A2'nin deglikosile degiskesini ifadelendirdigi goz
oniinde bulundurulmalidr.

D: Claudin 18A2'yve spesifik antikorlarla test edilen hiicre dizilerinden

cesitli drnekler icin western blot verilerinin ¢izelge seklinde 6zeti.

Sekil 11. Claudin 18'in akciger tiimérlerinde ifadelendirilmesi

Sekil 30'a uygun olarak akciger tiimorlerinde disiik glikosile claudin 18A2
degiskeleri kanitlanmistir. 1: Normal mide dokulari; 2: Mide tiimorleri; 3-9:

Akciger tlimorleri.

Sekil 12. Claudin 18'in claudin 18A2'ye spesifik antikorlarla normal

dokularda immiinhistokimyasal analizi

Mide mukozasinda sadece farklilasnus epitelial hiicreleri, bezelerin agiklifinda ve
tabaninda boyanir. Claudin  18A2'min  mide kok hiicrelerinde varhg
kanitlanmamistir. Tarafimizca incelenen tiim diger normal dokular da, &rnek

olarak bobrek, akciger ve kolon i¢in gosterildigi gibi, bu geni ifade etmemektedir.

Sekil 13,  Claudin  18A2'ye  spesifik  poliklonal antiserumunun

immiinhistolojik sonuglan

A: Akciger timorii dokularinin spesifik boyanmasma Ornekler. Claudin

I8A1 degiskesini ifadelendiren normal akcifer dokusunun claudin
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18A2'yve spesifik  antiserum tarafindan taninmadign  goz  Onlinde
bulundurulmalidir.

B: Yemek borusu tiimérlerinin spesifik tiimér boyamas: ile ilgili 6rnekler.
Cevredeki saglikli hiicrelerin boyanmadigi géz éniinde bulundurulmalidir,
C: Mide tiimorii epitelyumlarinin spesifik tiimor boyamast ile ilgili
ornekler. Burada da ¢evredeki saglikli hiicreler boyanmaz.

D: Claudin 18A2'ye spesifik antikorlarla immiinhistokimyasal boya
verilerinin Ornek niteliginde cizelgeli dzeti. AdenoCa: Adeno karsinom;

SCC: Yassi epitel karsinomu; RCC: Bobrek karsinomu.

Sekil 14. Dizilimler

Burada atif yapilan dizilimler gosterilmigtir.

Sekil 15. Claudin 18A2'nin hiicre dis1 alanlarinin arastirilmasi

EX1 (= hiicre disi domainler 1), EX2 (=hiicre disi1 domainler 2) veya D3 (=
domainler 3) domainlerinden birinde ayri ayn bir igaretleyici dizilim (myc veya
HA-Tag) tasiyan 3 yap dretildi (yukarida). Bunlar, hiicre dizilerine transfekte
edildi ve arkasindan bu isaretleyici dizilimlere karst ydnlendirilen bir antikorun
permeabilite edilmemis hiicrelere baglanip baglanmadig test edildi. Bu, proteinin
ilgili alanmn topolojik agidan hiicre disinda olmasini gerektirir. Akigli hiicre
Ol¢iimiinde molekiiliin her {i¢ alaninin antikorlar igin ulasgilabilir oldugu goriildii

(asagida).

Sekil 16. Claudin 18A2 membran topolojisi

Verilerimize goére claudin 18A2, her iki i¢ hidrofob domainlerinin entegral
olmayan bi¢cimde hiicre membranlart arasindan gectigi 2. konformasyonda

bulunabilir. Bu sekilde bu molekiilin daha biiyiik olan alanlari, hiicre disi
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alanlardir. Burada verilerimize goére normal mide dokusunda glikosile olan, ancak
timorlerde olmayan glikosilasyon domainleri de bulunmaktadir. Bu suretle sadece

tiimor dokusuna spesifik epitoplar olusur.

Sekil 17. Claudin 18'in hiicre dis1 lokalizasyonunun tespitine yonelik FACS

analizi

Sekilde claudin 18A1l, claudin 18A2 ve Mock'un tam uzunlugu ve claudin
18 A2'nin pargalariyla transfekte edilmis permeabilite olmayan hiicrelerde yapilan
akigl hiicre dlgimi analizleri goriilmektedir. mAB1 ve mAB2 antikorlarimnin
spesifik olarak hiicre yilizeyindeki claudin 18A2 (sol siitun) ve hiicre dis1 2.
domaini (Ex2, 3. siitun) tanmdiklari, bu sirada da claudin 18A1 (2. siitun) ve
negatif kontroliin (son siitun) negatit oldugu fark edilmektedir. mAB1 antikoru,

mAB2'nin aksine, spesifik olarak 1. hiicre dis1t domaine (Ex 1, 4. siitun) baglanur.

Ornekler:

Gereg ve Yontemler

"In silico”, "elektronik" ve "sanal klonlama" terimleri, sadece veri bankalarina
dayanan ve laboratuar ortaminda deneysel islemlerin simiile edilebildigi

yontemlere atif yapmaktadir,

Tim diger terim ve siireler, agik¢a bagka bir sekilde tanimlanmadid: siirece,
uzmanlar tarafindan anlasildig1 bi¢imde kullanilir. Anilan teknik ve yontemler,
kendi i¢inde bilinen sekilde uygulanir ve 6regin Sambrook et al., Molekiiler
Klonlama : Laboratuar El Kitabi1 (Molecular Cloning: A Laboratory Manual), 2.
Baski (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press yvayini, Cold Spring Harbor,
N. Y calismasinda tanimlanmustir. Donati ve ayira¢ igeren tiim yontemler,

ureticinin verilerine gdére uygulanir.
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Timorle baglantili yeni genlerin tespitinde veri madenciligine dayah strateji

ki in silico strateji, yani gen bankasi tanitict sézciik arastirmasi ve cDNAx
profilleyici kombine edilmistir. ENTREZ arastirmasi ve NCBI Edinim Sistemler
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez}  kullanilarak gen bankasinda belirli
dokularda spesifik ifadelendirilmis olarak not diigilmiis aday genler aranmistir
(Wheeler et al., Niikleik Asit Arastirmasi (Nucleic Acids Research) 28:10-14,
2000).

Omegin "colon-specific gene", " stomach--pecific gene" veya "kidney specific
gene" gibi anahtar sdzciiklerle yapilan sorgulamada veri bankasindan aday genler
[GOI genler (genes of interest / 1lgi ¢ekici genler)] segip ¢ikanlmistir. Sorgulama,
veri bankalarindaki bilgilerin bir kismiyla siirli tutulmus, organizma i¢in "homo
sapiens” ve molekiil tirli icinse "mRNA" smirlamalar altinda sorgulama

yapilmigtir.

GOI genlerin listesi diizenlenerck aym dizilim i¢in farkli tanmimlamalar tespit

edilmig ve bu tiir fazlalik bilgiler diizeltilmistir.

Anahtar sozciik arastirmast sonucunda bulunan tiim aday genler, bir kez daha
"glectronic Northern" (eNorthern) yontemi kullanilarak doku dagilimi agisindan
incelenmistir. eNorthern ydéntemi, bir GOI geninin diziliminin veri bankasinda bir
EST etiketine (expressed sequence tag/tanimlanmis dizilim etiketi) karst
eslestirilmesine dayanmaktadir (Adams et al., Science 252:1651, 1991)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Girisi yapilan her bir GOl genine
homolog olarak denk gelen her bir EST etiketi doku kaynak tespiti agisindan
incelenir ve bu sekilde tiim EST etiketlerinin toplam miktan (izerinden GOI
geninin doku dagilimi icin gecici bir tahmin ortaya konur. Sadece organ spesifik
olmayan normal dokulardan kaynaklanan EST etiketlerine homolog karsiligi

olmayan GOI genleri daha genis incelemeye alinmistir. Bu degerlendirmede
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kamusal domain alanlarinda hatali notlandirilmis ¢cDNA bankalarinin oldugu da
dikkate almmistir (Scheurle et al., Cancer Res. 60: 4037-4043, 2000)
(www.fau.edu/cmbb/publications/cancergenes6.htm). Tkinci data madenciligi
yontemi olarak NCBI Kanser Genomu Anatomisi Projesinin ¢cDNA x profil
tanimlayicist kullamilmistir (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler) (Hillier et
al., Genome Research 6:807-828, 1996; Pennisi, Science 276:1023-1024, 1997).
Bu, veri bankalarinda dosyalanmis transkriptom havuzlarinin  mantiksal
operatorler kullanilarak birbirleriyle olan iliski bazinda diizenlenmesine olanak
verir. Ormegin Havuz A tamimh bir havuz tammlanarak kolon kaynakli olarak
uretilen tim ifadelendirme kiitiiphaneleri, kanigik kiitliphaneler disanda
birakilarak buraya eklenmistir. Havuz B tammli diger bir havuza ise kolon
kaynakl1 olanlar hari¢ olmak lizere normal doku kaynakli olarak lretilen tiim
cDNA kiitiiphaneleri eklenmigtir. Tiim ¢cDNA bankalar, genel olarak tretiminde
esas alman yontemden bagimsiz olarak kullamilmuis, ancak biiyiikliik olarak sadece
> 1000 olanlar uygun goriilmiistiir. B Havuzu, BUT NOT operator vasitasiyla
dijital olarak A Havuzundan ¢ikarilmistir. Bu sekilde bulunan GOT genleri seti,
aym1 zamanda e-Northern arastirmasina da tabi tutulmus ve ayrica bir emniyet

unsuru olarak literatiir aragtirmasi1 yapilmstir,

Bu kombine veri madenciligi islemi, kamusal domain alaninda bulunan 13.000
tam uzunluktaki genin yaklagik tamamint kapsamakta ve bunlarn iginden

potansiyel organ spesifik ifadelendirmeli olanlarin 6n belirlemesini yapmaktadir.

Tiim diger genler, once spesifik RT PCR ile normal dokularda degerlendirilmistir.
Organ spesifik olmayan normal dokularda ifadelendirilmis olarak gériinen tim
GOI genler, hatali pozitif olarak degerlendirilerek devam eden incelemelerde
dikkate alinmamuistir. Kalanlar biliyilik bir panoda ¢esitli tiimoér dokularina yénelik
olarak incelenmistir. Burada asagida gosterilen antijenler, tiim&r hiicrelerinde

aktive edilmis olarak gérilmiistiir.
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RNA ckarim, poly-d(T) astarh ¢DNA iiretimi ve konvansiyonel RT PCR

analizi

Tim RNA, kaotrofem amil olarak guanidyum isotiosiyanat kullanilarak natif doku
materyalinden cikarilmistir (Chomeczynski & Sacchi, Anal. Biochem. 162:156-9,
1987) RNA, fenolik asitle ¢ikarim ve isopropanol ile ¢okeltim sonrasinda DEPC

ile 1sleme tabi tutulmus suda ¢ozGlmiistiir.

2-4 pg tim RNA'dan 20ul reaksiyon karisimi iginde superskript II (invitrojen)
yoluyla ve Ureticinin talimatlar1 dogrultusunda birinci yumak cDNA sentezi
uygulanmustir. Primer olarak dT(18) oligoniikleotit kullanilmigtir. ¢cDNA™in
biitlinliigii ve kalitesi, p53 amplifikasyonu yoluyla 30 ¢evrim PCR (sens
CGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCG, antisens
CCTAACCAGCTGCCCAACTGTAG, melezleme 1s1s1 67°C) dahilinde kontrol

edilmistir.

Bir dizi normal doku ve tiimdr antitelerinden birinci yumak cDNA arsivi
olusturulmustur, Ifadelendirme arastirmasi igin bu ¢cDNA'lardan 0,5 pl kadar bir
miktar, 30 pl reaksiyon kangiminda GOI spesifik primerlerle (asagiya bakiniz) ve
1 U HotStarTaq DNA Polimeraz (qiagen) ile amplifiye edilmigtir. Reaksiyon
karigimi, her seferinde 0,3 mM dNTP, her bir primerden her biti igin 0,3 pM ve 3

ul 10 x reaksiyon tamponundan olusmustur.

Primerler, 2 ayn ekson fiizerinde olacak sekilde secilmis ve hatali pozitif
sonuglarin nedeni olarak kontamine edici genomik DNA tarafindan olusturulan
parazitin bertaraf edilmesi, matris olarak revers olarak kopyalanmamis DNA'lar
vasitasiyla teyit edilmistir. 95°C derecede 15 dakika sonra HotStarTag DNA
Polimerazinin aktivasyonuna vonelik olarak 35 ¢evrim PCR uygulanmustir (1
dakika 94°C, | dakika ayr1 ayr1 melezleme 1s1s1, 2 dakika 72°C ve sonucta 72°C
derecede 6 dakika boyunca elongasyon).
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Bu reaksiyondan 20ul, etidyum bromiir ile boyanmis agarose jel icinde ¢ozilmiis

ve analiz edilmistir.

Asagida belirtilen primerler, belirlenmis melezleme isilarinda ilgili antijenlerle

ilintili ifadelendirme analizi i¢in kullanilmustir.

Claudin-18A1 (64°C)

Sens; 5'-GAGGCAGAGTTCAGGCTTCACCGA-3 (SEQ ID NO: 109)

Antisens: 5-TGTTGGCTTTGGCAGAGTCC-3' (SEQ ID NO: 110)

Claudin-18A2 (68°C)

Sensl: 5'-GGTTCGTGGTTTCACTGATTGGGATTGC-3' (SEQ ID NO: 39)

Antisens 1: S'-CGGCTTTGTAGTTGGTTTCTTCTGGTG- (SEQ ID NO: 40)
3'

Sens2: 5" -TGTTTTCAACTACCAGGGGC-3' (SEQ ID NO:
107)

Antisens2: 5" -TGTTGGCTTTGGCAGAGTCC-3' (SEQ ID NO:
108)

Random hexamer astarh ¢cDNA iiretimi ve niceliksel reel zamanh PCR

Muhtelif genlerin ifadelendirilmesi, reel zamanli PCR ile niceliksel olarak
Olglilmistir. Bu islemde SYBR yesil olan PCR {riinleri, ekleyen roportér boya
olarak belirlenmistir. SYBR yesilin roportdr flonsili, ¢dzelti iginde bastirilmig ve
boya maddesi, ancak g¢ift sarmalli DNA fragmania baglanim sonrasinda aktif
hale gelmistir. Her bir PCR ¢evriminden sonra SYBR yesil florisilin GOT spesifik
primerlerle spesifik olarak amplifive edilmesi sonucu artmasi, niceliksel 6l¢lim

icin kullanmilmistir. Hedef geninin niceliksel 6l¢iimle ifadelendirilmesi, kosulsuz
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veya bir kontrol geninin incelenecek olan dokularda stirekli ifadelendirilmesi
yoluyla ifadelendirilmesi ile bagintil olarak gerceklesir. ifadelendirme, &rneklerin
referans gen olarak 18s RNA'ya karst normalizasyonu sonrasinda AA-C, yontemi
kullanilarak (PE Bio sistemler, ABD) tespit edilmistir. Reaksiyonlar, citfli
karisimlarda uygulanmis ve iiclii kopya dahilinde belirlenmistir. Uretici talimatlar
dogrultusunda QuantiTect SYBR-Green PCR Kiti (Qiagen, Hilden) kullanilmistir.
cDNA'nin sentezi, ireticinin talimatlart dogrultusunda hexamer primer
kullanilarak High Capacity ¢cDNA Archive Kiti (PE Bio sistemler, ABD) ile
yapilnustir. 5 ul inceltilmis cDNA, her seferinde PCR igin 25 pl toplam hacimde
yerlestirilmistir: sens primer 300nM, antisens primer 300nM; baslangic
denatiirasyonu 95°C 15 dakika; 95°C 30 saniye; 6ze donii 30 saniye; 72°C 30
saniye; 40 c¢evrim. Kullanilan primerlerin  dizilimleri, ilgili &rneklerde

gdsterilmistir.

Klonlama ve dizi analizi

Tam uzunluklu genlerin veya gen fragmanlarinin klonlanmasi, aligilagelmisg
yontemlerle yapilmistir. Dizinin tespiti i¢in ilgili antijenler proof reading
polimeraz pfu (Stratagene) yoluyla amplifiye edilmistir. Fragmanlann tireticinin
talimatlart dogrultusunda TOPO TA vektdriinde klonlanmast i¢in PCR'nin sona
ermesini takiben HotStarTaqg DNA polimerazi yoluyla amplikonun uglarina
adenosin baglanmistir. Dizileme i¢in ticari hizmet alinmistir. Dizilimler,
alistlagelmis prediksiyon programlar ve algoritmalart yardimiyla analiz

edilmistir.

Western blotlama

Hiicre Kkiiltirii ile elde edilen hiicreler (hedef genin endojen olarak
ifadelendirilmesi veya hedef proteinin hedef proteini kodlayan ifade vektoériniin

transfekyionu sonrasinda sentezi) veya igeriginde hedef proteinin bulunabildigi
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doku ornekleri, % 1'lik SDS c¢ozeltisinde c¢oziiliir. SDS, bu sirada lizatin
icerigindeki proteinleri denatiire eder. Deneysel bir karisimdaki lizatlar, arzu
edilen protein biiylikliigiine bagh olarak % 8-15'lik denatlire edici poliakrilamid
jelinde (% 1 SDS igerikli) biiyiikliklerine gore elektroforetik olarak ¢éziiliirler
(SDS poliakrilamid gel elektroforezi, SDS PAGE). Bunu takiben proteinler yan
kuru elektro blotlama yontemiyle (biorad) istenen proteinin kanitlama isleminin
yapilabilecegi nitroseliildz membrana (Schleicher & Schiill) transfer edilir.
Membran, bunun igin éncelikle (6rnegin siit tozu ile) bloke edilir ve akabinde
spesifik antikor ile 1:20-1:200 inceltilme dahilinde (antikorun spefisitesine gore)
60 dakika siireyle inkiibasyona tabi tutulur. Membran, bir yitkama asamasindan
sonra bir isaret¢i ile (6rnegin peroksidaz veya alkalik fosfataz gibi enzimlerle)
birlestirilmis ve birinci antikoru tanmiyan ikinci bir antikor ile inkiibasyona tabi
tutulur. Hedef protein, bunu takiben bir diger yikama asamasinda boya veya
kemiluminesansi reaksiyonu ile membran iizerinde goriiniir hale getirilir (6rnegin
ECL, Amersham Bioscience). Sonug, uygun bir kamera ile fotografi ¢ekilerek

belgelenir.

Protein modifikasyonlarimin analizi, kural olarak western blotlama ile yapilir.
Kural olarak birka¢ kDa biiylkligiinde olan glikosilasyonlar, SDS-PAGE
yonteminde ¢oziilen hedef proteinlerinin daha biiyiik toplam hacim almasina yol
acar. Spesifik N ve O glikosidik baglantilarin kanitlanmast igin doku veya hiicre
protein lizatlari, O veya N glikosidazli SDS islemiyle denatiirasyondan &nce
inkiibasyona tabi tutulur (ilgili iireticinin verileri dogrultusunda, érnegin PNgase,
Endoglikosidaz F, Endoglikosidaz H, Roche Diagnostics). Takiben yukarida
tanimlandig1 gibi western blotlama yapilir. Hedef proteinin biiyiikligiiniin
azaltilmas1 durumunda bu sekilde inkiibasyondan sonra bir glikosidazla spesifik
bir glikosilasyon kanitlanabilir ve bu yolla modifikasyonun timér spesifisitesi de
analiz edilebilir. Algoritma ve prediksiyon programlariyla glikosile amino

asitlerin kesin konumu énceden tahmin edilebilir.
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Immiin fliior 151ma

Burada yerlesik hiicre dizilerinin hiicreleri kullanilir ki bunlar, ya hedef proteinleri
endojen olarak sentezleyen (RNA kaniti RT PCR'de veya protein kaniti western
blotlama ile) veya IF'den 6nce plazmid DNA ile transfekte edilmis olanlardar.
Hiicre dizilerinin transfeksiyonuna yonelik olarak ¢ok ¢esitli yontem (Grnegin
elektroporasyon, lipozom dayali transfeksiyon, kalsiyum fosfat presipitasyonu)
bilinmekte ve etkili bir sekilde uygulanmaktadir (6rnegin Lemoine et al. Methods
Mol. Biol. 1997; 75: 441-7). Transfekte edilen plazmid, imunoflorisil sirasinda
modifiye edilmemis proteini kodlayabilir veya cesitli amino asit isaretleyicilerini
hedef proteinle baglayabilir. En 6nemli isaretleyiciler, érmegin ¢ok ¢esitli
diferansiyel flonisil sagan sekillerde bulunan yesil florisilli protein (“"green
fluorescent protein” (GFP)) ve yiiksek afin ve spesifik antikorlar i¢in yararlanilan
6-12 amino asitli kisa peptit dizilimleridir. Hedef proteinleri sentezleyven hiicreler,
paraformaldehit, saponin veya metanol ile fikse edilir. Akabinde hiicreler
gerekirse inkiibasyon yoluyla temizleyicilerle (6rnegin % 0,2 Triton X 100 ile)
permeabilite edilir. Hiicreler, fiksasyon/permeabilitasyon igleminden sonra hedef
proteine veya baglanmis bir isaretgiye karsi yonlendirilen primer bir antikorla
inkibe edilir, Katki maddesi, bir yikama asamasindan sonra flonigil sacan bir
isarctgiyle (0rnegin fluorescin, texas red, dako) birlesmis ve ilk antikora baglanan
ikinci bir antikorla inkiibe edilir. Takiben bu sekilde isaretlenmis hiicreler
gliserinle katmanlastirilir ve florisil mikroskop yardimiyla tireticinin talimatlar
dogrultusunda analiz edilir. Bu sirada, kullanilan maddelere bagimli olarak
spesifik uyarma yoluyla spesifik florisil emisyonlart saglanir. Analizle kural
olarak hedef proteinin kesin konumu belirlenir ki burada hedef proteine ilave
olarak antikor kalitesi ve hedef proteinin ¢iftli boyama ile teyit edilmesi amaciyla
konumlart mevcut literatiirde tanimlanmis olan bagli amino asit isaret¢ileri veya
diger isaret¢ci proteinler de boyanir. Dogrudan uyarilabilen ve kendiliginden
florisil veren, dolayisiyla kamtlanmalart i¢in herhangi bir antikor gerektirmeyen

GFP ve degigkeleri, istisnai durum teskil etmektedir.
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Immiin histokimyasi

Imun histokimyas1 (IHC) &zellikle (1) tiimérli ve normal dokularda hedef protein
miktarnin tahmin edilmesi (2) timérli ve saglikli dokularda hedef geni sentetize
eden hiicre miktarinin analiz edilmesi ve/veya (3) bir dokuda (tlimoér, saglikli
hiicre) hedef proteinin kanitlanabilir oldugu hiicre tipinin tanimlanmasi
konularinda yardunci olan bir yéntemdir.

Miinferit antikorlara gore cesitli protokollerin kullanilmasi gerekir (drnedin
Tamsal imun Histokimyas1 (Diagnostic Immunohistochemistry) Yazart: David I,
MD Dabbs ISBN: 0443065667" veya Mikroskopi, Immiin Histokimyas1 ve
Antijen Erisim Yoéntemleri: Isik ve Elektron Mikroskobu Icin ("Microscopy,
Immunohistochemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electron
Microscope” ISBN:0306467704).

IHC, spesifik doku orneklerinde ilgili dokuda protein kanitlamasi amach olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu ydntemin amaci, islevsel olarak saglam olan bir doku
birligindeki proteinin konumunun belirlenmesidir. IHC) 6zellikle (1) tiimorlii ve
normal dokularda hedef protein miktarimin tahmin edilmesi (2) tiimérlii ve saglikl
dokularda hedef geni sentetize eden hiicre miktarinin analiz edilmesi ve/veya (3)
bir dokuda (tiimdr, saglikli hiicre) hedef proteinin kanitlanabilir oldugu hiicre
tipinin tanimlanmasi konularinda yardimci olan bir yoéntemdir. Hedef gendeki
protein miktarlar,, alternatif olarak dokunun imunoflongili yardimiyla dijital
kamera ve uygun vyazilimla (drnegin Tillvision, Till-photonics, Almanya)
olciilebilir. Tlgili teknoloji hakkinda birgok yayin yapilmistir, bu nedenle boyama
ve mikroskopi ile ilgili ayrintilar, 6rmegin Tamsal Immiin Histokimyasi
(Diagnostic Immunohistochemistry) Yazari: David J.,, MD Dabbs ISBN:
0443065667" veya Mikroskopi, Immiin Histokimyas: ve Antijen Erisim
Y Ontemlerti: Issk ve Elektron  Mikroskobu  icin ("Microscopy,
Immunohistochemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electron
Microscope” (ISBN:0306467704) gibi kaynaklarda bulunabilir. Antikorlarin
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Ozellikleri nedeniyle etkili bir sonuca ulasabilmek icin c¢esitli protokollerin

kullanilmasi gerektigi g6z onilinde tutulmalidir (asagida bir 6rnek tanimlanmistir).

IHC yonteminde kural olarak histolojik olarak tanimlanmis timér dokular ve
referans olarak kiyaslanabilir saglikli dokular kullanilir. Hedef genin varliginin
RT PCR analizleri yoluyla bilindigi hiicre dizilerinden de negatif ve pozitif

kontrol olarak yaralanilabilir. Her zaman bir arka plan kontrolii de yapilmalidir.

Fikse edilmis dokular (6megin aldehit iceren maddeler, formaldehit,
paraformaldehitte veya alkol iceren c¢ozeltilerde) veya 1-10 pm arasindaki
soklanarak dondurulmus doku pargalari, cam bir tasiyict iizering alinir. Parafine
gdmiilii drnekler, drnegin ksilol ile deparafine edilir. Ornekler, TBS-T ile yikanir
ve serum iginde bloke edilir. Bunu takiben birinci antikor ile 1-18 saat siire igin
kural olarak affinite saflastirilmasina tabi tutulmus antikorlarin kullanildig
inkiibasyon iglemi yapilir (Inceltme: 1:2 ila 1:2000). Bir yikama asamasindan
sonra alkalik bir fosfataz (alternatif olarak: 6rnegin perkosidaz) ile birlesen ve
birinci antikora kars1 yénlendirilen ikinei antikorla yaklagik 30-60 dakika siireli
bir inkiibasyon yapilir. Takiben, baglanan enzim tarafindan yerleri degistirilen
renk alt katmanlart kullamlarak bir renk reaksiyonu olusturulur (drmegin
kiyaslayimiz; Shi et al., J. Histochem. Cytochem. 39: 741-748, 1991; Shin et al.,
Lab. Invest. 64: 693-702, 1991). Reaksiyon, antikor spesifisitesinin
kanitlanmasina yénelik olarak imunojenin dnceden verilmesi yoluyla rekabete tabi

kilinmus olur.

Bagisikhik kazandirma

(Bu kaynaklara da bkz. Monoklonal Antikorlar: Pratik Bir Yaklasum (Monoclonal
Antibodies: A Practical Approach) Yazari: Philip Shepherd, Christopher Dean
ISBN: 0-19-963722-9; Antikorlar:Laboratuar El Kitab1 (Antibodies: A Laboratory

Manual) Yazari: Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142; Antikorlan

67



10

15

20

25

30

01341-P-0009

Kullanmak: Laboratuar El Kitabi: Tasmabilir Protokol NO) Yazarn: Edward
Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447).

Asagida antikor lretim sireci kisaca agiklanmistir, Ayrmtilar amilan yayinlarda
bulunabilir. Oncelikle hayvanlara (6rnegin tavsana) hedef proteinin ilk
enjeksiyonu ile birinci bagisiklik kazandirilir. Belirli bir zaman siiresi ig¢inde (bir
onceki bagisiklastirma isleminden sonra yaklasik 2-4 hafta i¢inde} yapilan ikinci
ve {liclincll bagisiklastirma islemiyle hayvanin imunojene karsi bagisiklik tepkisi
giiclendirilir. Belirlenmig farkli siirelerde hayvanlardan tekrar kan almmr (1.
kanlanma 4 hafta sonra, akabinde yaklasik 2 haftada bir toplam 5 kan alim) ve

bunlardan bagisiklik serumu elde edilir.

Hayvanlarin bagisiklastinlmasinda kural olarak yaygin olarak uygulanan 4
yontem kullanilir, ancak baska yontemler de mevcuttur. Bu baglamda hedef
protein igin spesifik olan peptitlerle, proteinin tamamiyla veya proteinin deneysel
yolla veya prediksiyon programlariyla tanimlanabilen hiicre dist kismi

dizilimleriyle bagigiklastirma yapilabilir.

(1) Birinci durumda KLLH genine (keyhole limpet hemosiyanin) eslenik
peptitler (uzunluk: 8-12 aminoasit) standartlastirilnng bir in vitro yontemle
sentetize edilir ve bu peptitler bagisiklagtirma icin kullanilir, Kural olarak
5-1000 pg/bagisiklastirma konsentrasyonu ile 3 bagisiklastirma yapilir.
Bagisiklastirma bu konuda hizmet veren kisilere de yaptirilabilir.

(2) Bagisiklasgtirma, alternatif olarak rekombinan proteinlerle de
yapilabilir. Bunun i¢in hedef genin klonlanan DNA's1 bir ifadelendirme
vektoriine klonlanir ve hedef protein, ilgili iireticinin (6regin Roche
Diagnostics, Invitrogen, Clontech, Qiagen) kosullarina benzesik olarak
érnegdin in vitro ortamda hiicresiz, bakterilerde (6megin E. Coli), mayada
(6rnegin B. S. pombe), bdcek hiicrelerinde veya memeli hiicrelerinde

sentezlemeye tabi tutulur. Sistemlerden birinde vapilan sentezlemeden
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sonra kural olarak standartlastirilmis kromotografik yontemler kullanilarak
hedef protein saflastirihir. Bu sirada molekiiler bir g¢apa iizerinden
saflastirmada yardimci madde olarak hizmet goéren proteinler de
bagisiklastirma isleminde kullanilabilir (6rnegin His-Tag, Qiagen; FLAG-
Tag, Roche Diagnostics; Gst-fiizyon proteinleri). Ornek olarak Molekiiler
Biyolojide Giincel Protokoller (Current Protocols in Molecular Biology),
John Wiley & Sons Ltd., Wiley InterScience calismasinda birgok protokol
mevcuttur.

(3) Istenen proteini endojen olarak sentetize eden bir hiicre dizisinin
bulunmas1 durumunda bu hiicre dizisi de spesifik antiserumun
iretilmesinde kullanilabilir. Bagisiklastirma, bu islemde her seferinde
yaklasik 1-5 x 107 hiicre ile 1-3 enjeksiyonla yapilir.

(4) Bagisiklastirma, DNA enjeksiyonu vasitasiyla da yapilabilir (DNA
bagisiklagtirmast). Bu amacgla hedef dizilimin giiclii bir o6karyotik
destekleyicinin (6megin CMV destekleyicisinin) kontrolii altinda olmasi
icin hedef gen dncelikle bir ifadelendirme vektoriine klonlanir. Takiben 5-
100 pg DNA, imunojen olarak bir "gen tabancasi” ile bir organizmada
(Orne@in fare, tavsan) yogun bir sekilde kanayan kilcal bélgeye transfer
edilir. Transfer edilen DNA hayvanm hiicrelerinden alimir, hedef gen
ifadelendirilir ve hayvan sonugta hedef gene karsi bir bagisiklik tepkisi
gelistirir (Jung et al., Mol Cells 12: 41-49, 2001; Kasinrerk et al., Hybrid
Hybridomics 21: 287-293, 2002).

Poliklonal serum veya antikorlarin kalite kontrolii

Spesifisitenin  kanitlanmasma yonelik en uygun testler, akabinde western
blotlama ile kombine edilen hiicre kiltiirii bazli testlerdir (farkli uygulamalar
Omegin  Protein Kimyasinda Giincel Protokoller ("Current Protocols in
Proteinchemistry"), John Wiley & Sons Ltd.,, Wiley InterScience ¢alismasinda

bulunabilir). Kanit i¢in giligli bir okaryotik destekleyicinin  (6rnegin
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sitomegaloviriis destekleyicisinin) kontrolii altinda bulunan hiicreler bir cDNA ile
hedef protein i¢in transfekte edilir. Hiicre dizilerinin DNA ile transfeksiyonuna
yonelik olarak cok cesitli yontemler (6megin elektroporasyon, liposom bazlh
transfeksiyon, kalsiyum fosfat presipitasyon) bilinmekte ve vyaygin olarak
kullanilmaktadir (6rnegin Lemoine et al., Methods Mol. Biol. 75: 441-7, 1997).
Anternatif olarak hedef genini endojen olarak ifadelendiren hiicre dizileri de
kullanilabilir (kaniti hedef gene spesifik RT PCR ile). Deneyde ideal durumda,
kontrol amach olarak takip eden western blotlama isleminde analiz edilen
antikorun spesifisitesinin kanitlanabilmesi i¢in homolog genler de birlikte

transfekte edilir.

Hedef proteini igerme olasilifi olan hiicre kiiltlirii veya doku 6rnegi kaynakl
hiicreler, miiteakiben yapilan western blotlama isleminde % 1'lik SDS ¢6zeltisinde
¢ozuliir ve bu sirada proteinler denatiire edilir. Lizatlar, % 8-15'lik denatiire edici
poliakrilamid jellerinde (% 1 SDS igerikli) elektroforik olarak buyukliklerine
gore ayrilir (SDS-Poli akrilamid jel elektroforazi, SDS-PAGE). Proteinler, bunu
takiben muhtelif blotlama ydntemlerinden biri kullamlarak (6megin yarn kuru
elektro blotlama; biorad) spesifik bir membrana transfer edilir (6rnegin
nitroselliildz, Schleicher & Schiill). Istenilen protein, bu membran {izerinde
gbriinlir hale getirilebilir, Bunun i¢in membran O6nce hedef proteini taniyan
antikorla 60 dakika siireyle inkiibe edilir (inceltme: 1:20 - 1:200, antikorun
spesifisitesine gore). Membran, bir yikama asamasindan sonra bir isaretciyle
(6rnegin peroksidaz veya alkalik fosfataz gibi enzimlerle) birlestirilmis ve birinci
antikoru tanryan ikinci bir antikorla inkiibe edilir. Hedef protein, bunu takiben
boya veya kemilumin esansi reaksiyonu ile membran tizerinde goriiniir hale
getirilir (dmegin ECL, Amersham Bioscience). En ideal durum, hedef proteine

yiiksek spesifiteli bir antikorun istenen proteinin kendisini tanidig durumdur.

In silico yaklasimla tanimlanmis membran konum belirleme isleminin teyidi i¢in

cesitli yontemler kullaniir. Yukarida tanumlanan antikorlarin  kullanimiyla
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gerceklestirilen onemli ve yaygin olarak bilenen ve kullanilan bir yéntem,
imunofloigil (F1) yvontemidir. Bunun ig¢in hedef proteinin sentetize eden (RNA
kanitt RT PCR veya protein kaniti western blotlama ile) veya plasmid DNA ile
transfekte edilmis olan verlesik hiicre dizilerinin hiicreleri kullanilir. Hiicre
dizilerinin DNA ile transfeksiyonu i¢in birgok yontem (drnedin elekroporasyon,
lipozom bazli transfeksiyon, kalsiyvum fosfat presipitasyon) bilinmekte ve yaygin
olarak kullamilmaktadir (6rnegin Lemoine et al., Methods Mol. Biol. 75: 441-7,
1997). Hiicrelere transfekte edilen plasmid, imunoflonsil sirasinda modifiye
edilmemis proteini kodlayabilir veya farkli amino asit isaretcilerini hedef proteine
baglayabilir. En onemli isaretleyiciler, omegin ¢ok cesitli diferansiyel florisil
veren sckillerde bulunan yesil florsilh protein ("green fluorescent protein”
(GFP)), yliksek afin ve spesifik antikorlar i¢in yararlamilan 6-12 amino asitli kisa
peptit dizilimler veya sisteinleri izerinden spesifik florisil maddeleri baglayabilen
(invitrojen) kisa Cys-Cys-X-X-Cys-Cys amino asit dizilimidir. Hedef proteini
sentetize eden hiicreler, drnegin paraformaldehit veya metanol ile fikse edilir.
Bunu takiben hiicreler gerekirse inkiibasyon yoluyla temizleyicilerle (6rnegin % 2
triton X 100 ile) permeabilite edilebilir. Hiicreler, bunun arkasindan hedef
proteine veya birlestirilmis igaretcilerden birine kargi yonlendirilmis olan primer
bir antikorla inkiibe edilir. Tortu, bir yikama asamasindan sonra florigil 6zellikli
bir igarctleyiciyle (drnegin floresin, Texas Red, Dako) birlesmis olan ve birinci
antikoru tamiyan ikinci bir antikorla inkiibe edilir. Bunu takiben bu sekilde
isaretlenmis hiicreler gliserin tabakasiyla kaplanir ve dreticinin talimatlar
dogrultusunda florisil mikroskop yardimiyla analiz edilir. Bu sirada, kullanilan
maddelere bagl olarak spesifik uyarimla florisil emisyonlan elde edilir. Analizle
kural olarak hedef proteinin kesin konumu belirlenir ki burada hedef proteine
ilave olarak antikor kalitesi ve hedef proteinin ¢iftli boyama ile teyit edilmesi
amaciyla konumlarn mevcut literatiirde tamimlanmis olan bagli amino asit
isaret¢ileri veya diger isaret¢i proteinler de boyanir. Dogrudan uyarilabilen ve
kendiliginden florisil veren, dolayisiyla kanitlanmalar i¢in herhangi bir antikor

gerektirmeyen GFP ve degiskenleri, istisnai durum tegkil etmektedir. Temizleyici
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kullanimiyla denetlenebilen membran permeabilitesi, imunoflorisil isleminde bir
epitopun hiicrenin i¢inde mi yoksa disinda mi konumlandigina iliskin kanit saglar.
Segilen proteinlerin prediksiyonu, bu sekilde deneysel olarak desteklenebilir.
Hiicre disi domainlerin kanitlanmasi, alternatif olarak akis sitometrisi yoluyla da
yapilabilir. Bunun i¢in hiicreler gecirgensiz kosullarda (6rnegin PBS/sodyum
asit/% 2 FCS/5SmM EDTA ile) fikse edilir ve akis sitometrisinde ireticinin
talimatlar1 dogrultusunda analiz edilir. Bu yontemde analiz edilecek antikorlar
tarafindan sadece hiicre disi epitoplar taninir. Imunoflorisil yonteminden farkh
olarak 6rnegin propidyumiodid veya tripan mavisi kullamlarak 6li ve yasayan

hiicreler ayirt edilebilir ve bu sekilde hatali pozitif sonuglar énlenmis olur.

Afinite saflastirinm

Poliklonal serumlarin saflastirilmasi, peptit antikorlar i¢in tamamiyla veya
rekombinan proteinlere kars1 yonlendirilen antikorlar da kismi olarak bu konuda
hizmet veren tirmalara yaptirilmistir. Bunun igin her iki durumda ilgili peptit veya
rekombinan protein kovalen olarak bir matrise baglamr ve matris, baglanma
sonrasinda natif bir tamponla (PBS:fosfatla tamponlanms salin) dengelenir ve
akabinde ham serumla inkiibe edilir. PBS ile yapilan baska bir yikama
asamasindan sonra antikor, 100 mM glisin, pH2,7 ile aynstirilnug ve aynistirilan
madde, hemen o anda 2 M TRIS, pH 8 iginde nétralize edilmistir. Bu sekilde
saflastirilan  antikorlar, daha sonra western blotlama veya imunoflorisil

yontemiyle hedef proteinlerin spesifik belirlenimi i¢in kullanilabilir.

GFP transfektanlarimin elde edilmesi

Heterolog olarak ifade edilen tlimérle baglantili antijenlerin imunoflorisil
mikroskopla tetkik islemi i¢in antijenlerin tiim ORF'si pGFP-C1 ve pGFP-N3
vektorlerinde (Clontech) klonlanmustir.Lam iizerinde kiltive edilen CHO ve

NIH3T3 hiicreleri, ilgili plasmid yapilarla FUGENE transpeksiyon ayraci (Roche)
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kullanilarak iiretici firma talimatlari dogrultusunda transfekte edilmis ve 12-14

saat sonra imonuflorisil mikroskopi yoluyla analiz edilmistir.

Akas sitometrisi

Akis sitometrisiyle yapilan Olgtimler, bilinen ydntemlerle yapilmistic (Srnegin
Robinson (Editor) Akis Sitometri Yéntemleri El Kitabt (Handbook of flow
cytometry methods). Wiley-Liss, New York, 1993).

Ornek 1: Claudin 18A1 ve claudin 18A2 baglanti degiskelerinin kanserde

diagnostik ve terapotik hedef olarak tanimlanmasi

Claudin 18 geni, 4 hidrofob alanla bir ylizey membran molekiiliinii kodlar.
Claudin 18, prediksiyon programlari (TMHMM, TMPred) ve bu familyanin
birgok tiyesi i¢in tamimlanan topolojiye gore hiicre dig1 konumlarn (konformasyon
1)} Sekil 2'de gosterilen dort trans membran ve bunlarla birlikte iki hiicre dis1 EX1
ve EX 2 domaine sahiptir. Her iki hiicre dis1 epitop arasinda konumlanan D3
domaini, literatiirde claudin 18 ve bu familyanin diger iiyeleri igin hiicre ici olarak
tammlanmis olup alisilagelmis prediksiyon programlarimda da bu sekilde
Ongdriiliir. N ve C uglan hiicre i¢indedir. Niimi ve ¢alisma arkadaglar1 (Mol. Cell.
Biol. 21:7380-90, 2001), fare ve insan kaynakli claudin 18 geninin selektif olarak
akciger dokusunda (claudin 18A1) ve mide dokusunda (claudin 18A2)
ifadelendirilmis olarak tanimlanan iki baglanti degiskenini tanimlamistir. Bu

degiskenler, N ucunda farklilagsmaktadir.

Buluga gore, Claudin 18A2 (SEQ ID NO:7) ve claudin 18A1 (SEQ ID NO:117)
baglant1 degiskenleri ile bunlarin ayr1 ayn translasyon triinlerinin (SEQ 1D NO:
16 ve 118) tlimérler agisindan hangi derecede isaretleyici ve terapétik hedef yapisi

olarak kullanilabilecegi arastirilmustir. Her iki degiskeni birbirinden ayirabilen,

Al spesifik (SEQ ID NO: 109,110) veva A2 spesifik / SEQ ID NO: 107,108}
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primer ciftlerin secildigi niceliksel bir PCR olusturulmustur. A2 baglanti
degiskeni, ilaveten ikinci bir primer ¢ift ile konvansiyonel bir PCR'de (SEQ ID
NO: 39.40) test edilmistir. Al degiskeninin sadece saglikli akciger dokusunda
aktif oldudu belirtilmistir. Ancak, bulusa gére, tarafimizca ulasilan sasirtici bir
sonug, Al degiskeninin mide mukozasinda da aktif oldugunu gdstermistir (Sekil
3). Mide ve akciger, 6nemli derecede bir faaliyetin goriildiigli yegane normal
dokulardir. Tiim diger normal dokular, claudin Al i¢in negatif sonug vermektedir.
Timorlerin incelenmesinde claudin Al'in birgok tiimdér dokusunda yogun bir
sekilde faal oldugu goriilmiistiir ki bu da sasirtict bir sonugtur. Ozellikle yogun bir
ifadelendirme, mide, akciger, pankreas, yemek borusu (sekil 3), kulak-burun-
bogaz ve prostat tiimdrlerinde goriilmektedir. Claudin Al'in kulak-burun-bogaz,
prostat, pankreas ve yemek borusu tiimorlerindeki ifadelendirme diizeyi, bunlara
karsilik gelen normal dokulardaki diizeye oranla 100-10.000 kat daha fazladur.
Claudin A2 baglanti degiskenlerinin incelenmesi i¢in bu transkriptin
amplifikasyonuna spesifik olan oligoniikleotitler kullamlmistir (SEQ ID NO: 39,
40 veya 107, 108). Inceleme sonucunda A2 baglant1 defiskeninin incelenen 20
normal doku iginde sadece mide mukozasinda ve cok az miktarda testis
dokusunda ifadelendirildigi saptanmustir (sekil 4). Degisken Al gibi degisken
A2'nin de bir ¢ok tlimorde faal oldugu taratimizca saptanmigtir (sekil 4). Mide,
pankreas, yemek borusu ve karaciger tiimdrleri bu kapsamdadir. Saglikh
akcigerde claudin 18A2'in faal olduguna iliskin bir kanit bulunmamis olmasina
karsin akciger tlimorlerinden bir kisminda sasirtici bir sekilde A2 baglanti

degiskeninin ifadelendirildigi tespit edilmistir.

Tablo 1A. Claudin18A2'nin normal ve timér dokularinda ifadesi

Normal Doku Ifade
Beyin -

Beyincik -
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Kalp kasi

Iskelet kas:

Dol yatagi i¢ zari
Mide

Kolon

Pankreas

Bobrek
Karaciger

Testis (Erbezleri)
Salg1 bezi

Gogis
Yumurtalik

Dol yatagt

Deri

Akciger

Tiroit bezi

Lenf bogumlar
Dalak

Tek ¢ekirdekli periferik kan hiicreleri
Yemek borusu
Tiumor tipi
Kolon

Pankreas
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Yemek borusu
Mide

Akciger
Gogus
Yumurtalik

Dol yatagi i¢ zari

Kulan burun bogaz

Bébrek

Prostat

++
+++

++

Incelenmedi

++

Tablo 1B. Claudin18A1'in normal ve tiimor dokularinda ifadesi

Normal doku
Beyin
Beyincik
Kalp kasi

Kas

Dol yatag i¢ zari
Mide

Kolon
Pankreas
Bobrek
Karaciger

Testis
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Boyun alt1 bezi
Gogis
Yumurtalik

Dol yatagt

Deri

Akciger

Tiroit bezi

Lenf bogumlar
Dalak

Tek ¢ekirdekli periferik kan hiicreleri
Yemek borusu
Timor tipi
Kolon

Pankreas

Yemek borusu
Mide

Akciger

Gogus
Yumurtalik

Dol yatagi ig zari
Kulak burun bogaz
Bobrek

Prostat

ifade

++
++
+++
++
+
Incelenmedi
Incelenmedi

++

++
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Konvansiyonel PCR yontemi de bagimsiz kontrol enstriimam olarak niceliksel
PCR arastirmasinda alinan sonuglan teyit edici nitelikte olmustur. Burada baglanti
degiskeni A2'nin spesifik amplifikasyonuna olanak veren oligoniikleotitler (SEQ
ID NO: 39,40) kullanilnmustir. Buluga goére, mide timdrlerinin ¢ogunun ve test
edilen pankreas tiimdrlerinin yarisinin yogun bir sekilde bu baglanti degiskeninin
ifadesini gosterdikleri kanitlanmistir (Sekil 1). Buna karsilik konvansiyonel PCR
yontemiyle diger dokularda bir ifadelendirme olduguna iliskin bir kanit
getirilememistir. Ozellikle akciger, karaciger, kan, lenf bogumlar, gdgiis ve
bébrek dokulari gibi dnemli normal dokularda herhangi bir ifadelendirme
olmamaktadir (Tablo 1). Burada, bulusa gore, baglanti degiskenleri, iist
gastrointestinal sistem, akciger, kulak-burun-bogaz, prostat tiimoérleri ve bunlarin
metastazlan igin yiiksek derecede spesifik molekiiler isaretciler gostermektedir.
Bu molekiler isaretgiler, bulusa goére tiimor hiicrelerinin kamtlanmasi igin
kullanilabilir. Tiimorlerin tespit edilmesi, bulusa gore, anilan oligoniikleotitlerle
(SEQ ID NO: 39,40, 107-110) yapilabilir. Oligonitikleotit olarak ozellikle en az
birinin baglayici kosullar altinda transkriptin 180 baz ¢ift uzunlugunda olan ve
baglanti degiskenlerinden biri (SEQ ID NO: 8) veya digeni (SEQ ID NO: 119)

i¢in spesifik olan kismina baglanan primer giftleri uygundur.

Bu gen firlinleri, toksisite baglantih organlarda yoklugunda herhangi bir yan
etkinin beklenmedigi, buna karsilik anilan kanser tiirlerindeki hiicrelerde bunlara
iy1 bir baglanti1 yapmasi ve hiicreye zarar verici ilgili etkileri géstermesi beklenen

cazip aktif terapotik hedef yapilardir.

Bu verilerin protein diizeyinde teyit edilmesi i¢in claudin spesifik antikorlar veya

bagigiklik serumlari, hayvanlarin bagigiklastirilmasi yoluyla iiretilmistir.

N wuglu hiicre disi domain EXI, dizilimde her iki Al ve A2 baglanti
degiskenlerinde (Al icin SEQ ID NO:111 ve A2 i¢in SEQ ID NO: 112)
farklilasmaktadir. C uglu hiicre dig1 domain EX2, her iki degisken igin benzesiktir
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(SEQ ID NO: 137). Su ana kadar claudin 18'in hiicre dig1 domainlerine baglanan
hicbir antikor tamimlanmamistir. Su ana kadar spesifik olarak Al ve A2
degiskenlerini ayirt edebilen hi¢hir antikor da tanimlanms degildir. Bulusa gére,
bagisiklastirma i¢in antikor iretimine yonelik olarak spesifik olan Al veyva A2
degiskenleri icin olan, diger bir deyisle her iki degiskende de bulunan hiicre
disinda konumlannmus peptit epiptoplar ve protein fragmanlart secilmistir.
Digerlenn yaninda asagida belirtilen peptitler de bagisiklastirma amagli olarak

antikor tiretimi igin se¢ilmistir:

SEQ ID NO: 17: DQWSTQDLYN (N uglu hiicre dis1 domain, A2 spesifik,

baglant: glikosilasyondan bagimsiz)

SEQ ID NO: 18: NNPVTAVFNYQ (N uglu hiicre dist domain, A2

spesifik, baglant: esas itibariyle glikosile olmayan forma, N37)

SEQ ID NO: 113: STQDLYNNPVTAVF (N uclu hiicre dist domain, A2
spesifik, baglanti sadece glikosile olmayan forma, N37)

SEQ ID NO: 114;: DMWSTQDLYDNP (N uglu hiicre digt domain, Al
spesifik)

SEQ ID NO: 115: CRPYFTILGLPA (N uglu hiicre disi domain, esas
itibariyle A1 igin spesifik)

SEQ ID NO: 116: TNFWMSTANMYTG (C uglu hiicre dist domain, Al
ve A2'yi tanir)

Taratimizca digerleri yaninda se¢imlik olarak baglanti degiskeni claudin 18Al'in
N ug¢lu domainlerini taniyan, ancak A2 degiskenini (sekil 8) tanimayan antikorlar

da Uretilebilmistir. Bagisiklastirma igin her iki baglanti degiskenlerinde benzesik
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olan C uglu hiicre dig1 domainlerde bulunan epitoplar kullanarak her iki degiskeni

taniyan antikorlar da liretmeyi basardik (Sekil 7).

Ormek olarak SEQ ID NO: 17 ile bagisiklik yapilarak iiretilen bir A2'ye spesifik
antikorla ilgili veriler gosterilmistir. Spesifik antikor, cesitli fiksasyon
kosullarinda imunoflorsil incelemesi icin kullanilir. Ilgili protein, RT PCR pozitif
ve negatif hlcre dizilerinin kiyaslamal boyanmasi ile kanitlanabilir uygun bir
miktarda spesifik olarak,digerleri vaninda pozitif olarak tiplendirilmis mide
timori, yemek borusu tiimdrii ve pankreas timorii hiicre dizilerinde belirlenebilir
durumdadir (Sekil 5). Endojen protein, membran konumlu olup membran
tizerinde biiylik fokal agregatlar olusturur (Sekil 5). Bu antikorla insan
dokularinda imunohistokimyasal boyama yapilmistir. Bu proteinin segimlik doku
dagitim da tarafimizca teyit edilmistir. Cok ¢esitli normal dokulann kapsayan
genis kapsaml bir yelpazede doku incelemesi yapilmis, karaciger, akciger, bobrek
ve kolon i¢in agiklandig gibi hemen hemen hig¢birinde claudin 18A2 proteininin
varhg kanitlanamamustir. Bu proteinin sadece normal mide dokusunda aktive
oldugunu tespit ettik (Sekil 2). Sasirtict bir sekilde claudin 18'in A2 degiskeninin
mide mukozasimn farklilagsms hiicrelerinde kamitlanabilir oldugunu, ancak kok
hiicrelerinde kanitlanabilir olmadigim  gérdiik. Farklilagsmig mide mukozas
hiicreleri, slirekli yenilenen hiicrelerdir. Tiim mide epitelyumu fizyolojik olarak
mide kok hiicrelerinden kaynakli bir yenilenme ile siirekli olarak ikame edilir. Bu,
mide mukozasinin vazgegilmez hiicre popiilasyonunu olarak mide kdék
hiicrelerinin, tiim diger saghkli organlarda oldugu gibi, A2 degiskenini
tasimadiklarimi ve bu nedenle bu hiicrelerin spesifik olarak A2 degiskenine
yonlendirilmis bir madde tarafindan saldiriya ugrama ihtimalleri olmadigini bulug
kapsaminda kanitlamig olmamiz nedeniyle A2 degiskeninin terapétik hedef yapisi
olarak kullamilma niteligini destekler. Bir dizi insan tiimoriinde, dzellikle daha
dénce RT PCR incelemesinde dikkatimizi ¢eken mide, yemek borusu ve akciger
timorlerinde bu antikor vasitasiyla claudin 18'1n A2 degiskeninin varligin

kanitladik (Sekil 13). Bulusa gore bu tiimorler terapotik yaklagima agiktir.
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Yukarida tamimlanan antikor, bunun yani sira protein kanitina yonelik olarak
western blotlamaya tabi tutulmustur. Protein, beklentiyle uyumlu sekilde, sadece
Al degiskeninin aktive oldugu akciger dahil olmak {izere mide disinda baska
hi¢cbir normal dokuda tespit edilmemistir (Sekil 9). Hastalardan alinan mide
timorleri ve bitisik normal mide dokularmin kiyaslamali boyama isleminde
sasirtict  bir sekilde bu proteinin, claudin 18A2 tespit edilen tim mide
timorlerinde daha az kitle agirlifina sahip oldugu gérilmistir (Sekil 10, solda).
Bir seri deney sonucunda, bulusa gére, normal mide dokusu lizatinin deglikosile
edici amil PNGase F ile isleme tabi tutuldugunda bu seviyede bir gliruhun
olustugu tespit edilmistir (Sekil 10, sagda). Tum normal mide dokularinda A2
degiskeninin sadece glikosile formu kanitlanabiliyorken, aym1 A2 incelenen mide
timorlerinin -~ %  60''indan  fazlasinda ve sadece deglikosile formda
kanitlanmaktadir. Claudin 18'in A2 degiskeninin normal akcierde protein
seviyesinde tespit edilmemesine karsin daha dnce niceliksel RT PCR isleminde de
gosterildigi gibi akciger tiimorlerinde bulunmaktadir. Burada tespit edilen de

sadece deglikosile degiskendir (Sekil 11).

Claudin 18'in kendisi, midenin (degisken A2) veya akciger ve midenin (degisken
AT} yiksek selektif bir farkhilasma antijenidir. Elde ettigimiz veriler,
glikosilasyon mekanizmasinda tlimdérle baglantili meydana gelen degismelerden
acik¢a etkilendigini ve tiimdrlerde A2 degiskeninin deglikosile olan &zel bir
formunun olustugunu goéstermektedir. PNGase F isleminin sonuglari claudin
18A2'nin tiimér ve normal dokularda N glikosilasyon &zelligi agisindan

farklilagtigint gdstermektedir.

Bir epitopun glikosilasyonu, bu epitop igin spesifik olan bir antikorun
baglanmasim dnleyebilir ve mevcut somut durumda bdyle bir antikorun normal
dokulardaki claudin 18A2've degil de 6zel olarak kanser hiicrelerindeki glisolie
olmayan formuna baglanmasimm destekliyor olabilir. Bu nokta, 6zel olarak

glikosile olmayan epitoplara baglanan, bulusa gére antikorlarin Gretilmesi igin
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imunojen seciminde dikkate alinmistir. Bulusa gore, Claudin 18A2'de timor ve
normal dokularda farkli glikosile sekilde bulunabilen c¢esitli bolgeler tespit ettik.
Claudin 18A2 i¢in potansiyel glikosilasyon noktalar olarak, digerleri yaninda,
claudin 18A2'nin 37, 38, 45, 116, 141, 146, 205 amino asitlerini kapsayan
bolgeleri tespit ettik (Sekil 2 altta). Bulusa gore, tiimdr hiicreleri ve normal
dokular, bu pozisyonlarin birinde veya birkaginda farkli bir glikosilasyon ile
farkhlagsmaktadir. Bu alanlarin ¢ogu, klasik anlamda glikosilasyon noktalarini
temsil etmemekte, ancak nadir durumlarda glikosile de olabilen asparagin, serin
ve treonin icermektedir (Prediksiyon, Sekil 2 altta). Claudin 18'in her iki
degiskeni, D3 domaininde literatirde ve ilgili yaygin olarak kullanilan
prediksiyon algoritmalarinda hiicre i¢i olarak bilinen tek bir glikosilasyon
motifine sahiptir. Ancak yapisal olarak Claudin 18'e benzeyen tetraspanin, yani
PMP22'de PMP 22'nin hidrofob 2 ve 3 membran domainlerinin tamamiyla hiicre
membrani i¢inden gegmedigi, ancak sadece kismi olarak plazma membranma
girdigini kanitlamak miimkiin olmustur (Taylor et al., J Neurosc. Res. 62:15-27,
2000). Bu nedenle PMP22'de iki dis trans membran domainleri arasindaki tiim

alan hiicre disinda konumlanmigtir.

Claudin 18A2 i¢in bu tiir bir topoloji olasihgindan yola c¢ikarak bir hipotez
olusturduk ve kontrol ettik, Bunun i¢in her birinde EX1, EX2 veyva D3
domainlerinden birinde (His veya HA Tag olarak) bir isaretleyici dizilim tagiyan 3
yapt olusturduk (Sekil 15, iistte). Bunlan hiicre dizilerinde transfeksiyona tabi
tuttuk ve daha sonra bu isaret¢i dizilimlere karst ydnlendirilen bir antikorun
permeabilite olmayan hiicrelere baglanip baglanmadigim test ettik ki bu, proteinin
ilgili alaninin topolojik agidan hiicre disi olmasini gerektirmektedir. Molekiildeki
ic alanmin hepsinin akis zitometrisinde hiicre dis1 olarak 6lgiilmiis olmasi nedeniyle
(sekil 15 altta) claudin 18A2'nin iki trans membran domain ve hiicre disinda
konumlu biiviik bir domainli konformasyon iginde bulunabilecegini teyit ettik

(Sekil 2, Konformasyon 2). Bu konformasyvon, bivokimyasal ve terapotik agidan
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onemlidir, ¢linkii terapdtik antikorlar (SEQ ID NO: 142,143) icin ilave baglanti

noktalar1 icermektedir.

Buluga gore ve tercihen, claudin 18A2'nin glikosile olan ve glikosile olmayan
degiskenlerini ayirt edebilen antikorlar lretilebilir. Bunlar, tiimdor hiicrelerine
ozellikle yliksek spesifitesi olan antikorlardir. Glikosilasyona spesifik antikorlarin
tretiminde glikosilasyon domainler1 yaninda bu farkli  konformasyon

opsiyonlarini da dikkate aldik.

Claudin 18A2'nin D3 bolgesi protein fragmanlar, tercihen hayvanlarnn
bagisiklastiriimasi igin uygundur, ancak sadece bu isleme miinhasir degildir. Tki
antikor, mAB1 ve mAB2, bu konuda 6rnek olarak gosterilmektedir (Sekil 17). Bu
antikorlarin claudin 18'in Al veya A2 degiskenini ifade eden hiicrelere baglanma
ozelliklerini inceledik. Claudin 18A2'nin hiicre yiizeyindeki antikorlar igin
yaklasilir oldugunu gésterdik. Bulusa gére, bu tiir antikorlar, A2 degiskenine
spesifik olup Al degiskenine baglanmamaktadir (Sekil 17). Ex1 ve Ex2 hiicre dist
domain alanlarmin i¢ine ayr1 ayn kisa yabanci dizilimler yerlestirdik (Sekil 43).
mAB1 {Omek olarak almarak antikorun baglamm &zelliklerinin - bundan
etkilenmedigi ve asil epitopun D3 domaininde bulundugu gosterilmistir. Uretilen
antikorlar, hem diyagnostik hem de terapétik amagh olarak kullanilabilmektedir.
Burada tanimlananlar gibi olan imuno serumlar (SEQ ID NO: 17 peptite kars),

ornegin western blotlamada diagnostik amagla kullanilabilir.

Bulusa gore, bu bolgelerden en az birini igeren peptitlerle (6rnegin peptit SEQ ID
NO: 113 (Sekil 6), peptit SEQ 1D NO: 142-145) bagisiklastirma yoluyla glikosile
epitopa hi¢ baglanmayan antikorlar tretilebilir. Bulusa gore, bu tiir antikorlar,
spesifik olarak tiimor hiicreleri iizerindeki deglikosile epitoplara baglanir. Bu
pozisyonlardan birinde normal dokulara kiyasla eksik olan glikosilasyon, timor
hiicrelerinde endojen ve ikincil bir deglikosilasyona bagli olabilir. Bu tiir bir

deglikosilasyon, ilgili aminoasidin Asn (N)— Asp (D) transformasyonu ile
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baglantilidir. Bu nedenle bu tiir tiimorle baglantili degismis degiskenlere karsi
antikor tiretilmesi icin Asn (N) amino asidinin claudin 18A2'nin 37, 38,45, 116,
141, 146, 205 pozisyonlarindan en az birinde Asp (D) ile ikame edildigi, bulusa
gore claudin 18A2 tiirevli peptitler kullanilabilir (6rnegin SEQ ID NO: 146-150).
Tumor hiicrelerine yiiksek derecede selektif olmalar nedenivle bu tlr antikorlar,
ozellikle terapdtik amaglarla kullanilabilir. Uretilen antikorlar, dogrudan kimera
nitelikli veya insanilestirilmis rekombinan antikorlarin  kullanimi igin  de
kullanilabilir. Bu, dogrudan tavsanlardan alinan antikorlarla da yapilabilir (bu
konuda bkz. J Biol Chem. 2000 May 5:275(18):13668-76 von Rader C, Ritter G,
Nathan S, Elia M, Gout I, Jungbluth AA, Cohen LS, Welt S, OId LJ, Barbas CF
3rd. Terapétik insan antikoru iiretimi i¢in yeni bir kaynak olarak tavsan antikor
dagarcig1 (""The rabbit antibody repertoire as a novel source for the generation of
therapeutic human antibodies”). Bunun icin bagisiklastirilmis hayvanlardan
lenfosit alinarak muhafaza edilmistir. 1-47 aminoasitler (SEQ ID NO :19 ve 120),
asilama veya antijenlere spesifik T lenfositlerin adoptif transferi gibi

imunoterapdtik yontemler i¢in de dzellikle yararh epitop saglar.
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