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OZET

ONKASTATIN M RESEPTORU ANTIJENI BAGLAYICI PROTEINLER

Mevcut bulus, anti-onkosfatin M reseptdri-p {CSMR)
antijen bhadlayici proteinlerini, &rnedin bunun antikeorlarini
ve fonksivyonel fragmanlaraini, tlrevlerini, muteinlerini wve
varvantlarini sadlar. OSMR antijeni badlavici proteinleri,
OSMR wve/veya IL-31"in OSMR’ye badlanmasina miudahale eder.
Baz1 uygulamalarda anti-0SMR antijen baglayici proteinleri,
OSMR ile iliskili hastaliklar e bozukluklarin
arastirilmasinda yararli araclardir ve OSMR ve OSMR ve/vevya
IL-31"in OSMR’'ye baglanmasi 1ile 1iliskili hastalaiklar wve
bozukluklarin tedavi edilmesine yvonelik vontemlerde

6zellikle yararlaidair.
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ISTEMLER

1. Bir onkastatin M reseptdril (CGSMR) antijen badlayica
proteini olup, 6zelligi; s&z konusu antijen badlayici proteinin
bir antikor olmasi ve s6z konusu antikorun,
SEQ ID NO:31’de bkelirtilen sekansa sahip bir hafif =zincir
tamamlayicilik belirleme bdlgesi 171 (LCDR1); SEQ ID NO:34'te
belirtilen sekansa sahip bir hafif zincir tamamlavicilik
belirleme Dbélgesi 2'yi (LCDR2Z) wve SECQ ID NO:37'de belirtilen
sekansa sahip bir hafif zincir tamamlayicilik belirleme bélgesi
3’1 (LCDR3) igeren bir hafif zincir dedisken domeni wve
SEQ ID NO:13'te belirtilen sekansa sahip bir adir zincir
tamamlayicilik belirleme bdlgesi 1'i (HCDR1); SEQ ID NC:16'da
belirtilen sekansa sahip bir adir zincir tamamlayicilik
belirleme hdlgesi 2 (HCDR2Z) wve SEQ ID NO:19'da bhelirtilen
sekansa sahip bir agir zincir tamamlayicilik belirleme bdlgesi
3'3 (HCDR3) iceren bir adair zincir dedisken domenini icermesi
ve s0z konusu antikorun, insan onkostatin M (CSM) wve insan
interldkin 317in insan OSMR’ye badlanmasini inhibe etmesi ve
sbz konusu antikorun, insan OSMR ifade eden hiucrelerde 1nsan
O8M aracili ve insan interldkin 31 aracili OSMR sinyallemesini
azaltmasidir.
2, Istem 1'e gdre antikor olup, ©zelligi; hafif zincir
defisken domeninin SEQ ID NO:28'de Dbelirtilen aminc asit
sekansini icermesidir.
3. Istem 1’e veya Istem 2/vye gdre antikor olup, &zellidi;
adir zincir dedisken domeninin SEQ ID NO:54'te belirtilen amino
asit sekansini icermesidir.
4. Istem 1 ila 3"ten herhangi birine gére bir hafif zincir
veya bilr agir zincir igeren antikor olup, dzelligi; s&z konusu
hafif zincir, SEQ ID NO:25"te belirtilen amino asit sekansini
icermesidir.
5. Istem 4'e gdre antikor olup, &zellidi; antikorun bir
monoklonal antikor olmasidir.,

6. Istem 5'e veya Istem 4'e gdre antikor olup, &zellidi;
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antikorun bir insan antikoru olmasidir.

7. Istem 1 ila 6'dan herhangi birine gdre antikor olup,
6zelligi; s&z konusu antikorun insan OSMR’ye 1 x 107° M’den daha
az veya 1 x 107 M'ye esit bir afinite ile badlanmasidair.

8. Istem 1 ila 7’den herhangi birine gdre antikoru iceren bir
farmasétik bilesim olup, &6zellidi; farmasdtik olarak etkili bir
seyreltici, tasgsiyici, g¢dzindlricl, emilsifiye edici madde,
koruyucu ve/veya adjuvan ilcermesidir.

9. Istem 1 ila 7'den herhangi birine gdre bir antikor veya
Tstem 8’e gdre bilesim olup, &zellidi; bir otolmmiin bozukludun,
bir inflamatuar bozukludun veya hiicre disi matris birikmesi veya
veniden medellemesi ile 1ligkili bir bozukludun tedavisinde
kullanilmaya yonelik olmasidir.

10. Istem 9'a gdre kullanilmaya yénelik antikor veya bilesim
olup, o&zelligi; s0z konusu otoimmiin bozuklugun, inflamatuar
bozukludun veya Thilcre dig1i matris birikmesi veya vyeniden
modellemesi ile iliskili bir bozukludun fibroz, kikirdak yikimai,
artrit, romatcocid artrit, skleroderma, skleroderma ile iliskili
interstisyel akcier hastaligi, 1dyopatik pulmecner fibroz,
siroz, psoriyazis, atopik dermatit, sistemik kutandz
amiyeloitoz, primer kutantéz amiloidoz, inflamasyon, prurit,
prurigo nodularis ve adri olmasidir.

11. 1Istem 9’a veya Istem 10’a gdre kullanilmaya y®nelik antikor
veya bilesim olup, &zellidi; sz konusu antikor veva bkilegimin
intravenéz aktarim veya subkiutandz aktarim yvoluyla
uygulanmasidir.

12. 1Izocle edilmis bir nikleik asit olup, 6zelligi; Istem 1 ila
7'den herhangili birine g&re bir antikoru kodlamasidir.

13. Bir ifade vektéri olup, ©zelligi; Istem 12'ye gére izole
edilmis niltkleik asit igermesidir.

14. Bir rekombinant konak hicre olup, &zellidi; bir promotdre
iglevsel olarak bagdli Istem 12'ye gére izole edilmis bir nikleik
asit igermesidir,

15. Bir onkastatin M reseptdri (OSMR) antijen baglayici

proteini olusturmaya yonelik bir ydntem olup, ©6zelligi; sdz
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konusu antijen badlayici proteinin bir antikor c¢lmasi ve sz
konusu antikorun asadidakileri igermesidir:
a) Istem 14’e gbre bir rekombinant konak Thiicresinin
kiiltiirlenmesi ve

b} antikorun sdz kconusu killtiirden izole edilmesi.
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TARIFNAME

ONKASTATIN M RESEPTORU ANTIJENI BAGLAYICI PROTEINLER

BULUSUN ARKAPLANT

Onkostatin M (OSM) VE  interléokin-31 (TTL-31), IL-6 ust
familyasinin iyeleridir wve Dbir reseptdr alt Dbirimi olan
onkastatin M reseptdrii-f'vi (0SMR) pavylasir (Dilleon ve dig.,
Nat. Immunol. 5(7): 75Z-60, 2004). IL-31 disinda bu familyanin
dyelerinin Timii, multimerik reseptor komplekslerinde
glikoprotein 130 {(gpl30) ortak zincirini paylasir. O3SM, OSMR ve
gpl30 iceren bir heterodimerik reseptér kompleksi aracilidivla
sinyal gdnderirken, IL-31, OSMR ile birlikte gpl30 benzeri bir
reseptdr olan IL-31R'yi kullanir (yukarida yer alan Dillon ve
dig.,; Dreuw ve dig., J. Biol. Chem. 279(34): 36112-20, 2004).
Genel olarak OSMR ve gpl30, dokular ve hiicre tipleri {istiinde her
verde bulunabilen (ubikuitdz) sgekilde uygun bir sekilde ifade
edilir ve cesitli uyarma kosullari altinda indliklenebilir. IL-
31R ifadesinin, nispeten daha kisitli ve siki bir sekilde regille
edildigi gérilir. Insanlarda ve benzer sekilde farelerde, IL-
31R mRNA ifadesi, trake, iskelet kasi, timus ve kemik 11idi gibi
dokularda disik seviyelerde saptanabilir (yukarida yer alan
Dillon ve dig., ). Ifade seviyesi tamamen farkli olmasina radmen,
IL-31R ve OSMR’'nin her ikisi de deri ve bagdirsak epitel hiicreleri
de dahil olmak ftzere cok sayida doku lzerinde birlikte ifade
edilir wve bu dckularin, IL-3l'e yanit wvermesli gerektidini
disiindiirmektedir (yukarida yer alan Dillen ve di§.; Dambacher ve
dig., Gut 56(9): 1257-65, 2007). OSMR, akcigerde epitelvyal
hiicreler {zerinde vapisal olarak 1fade edilirken, IL-31R
ifadesi, akciger dokularinda gdz ardi edilebilir sekilde distk
seviyelerdedir, ancak cegitli solunum yolu sinamasl
yontemlerinin ardindan yukari regile edilir (yukarida yer alan
Dillon ve dig.; Jawa ve did., J. Interfercn Cytokine Res. 281{4):
207-19, 2008).

Esas olarak T lenfositleri, makrofajlar wve ndtrofiller
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tarafindan salgilanan OSM ve IL-31"in her ikisi de, inflamasycn
iceren c¢esitli hastalik durumlarinda yukari regiile edilir. OSM,
kemik colusumu, kolesterol alimi, adri ve inflamasyon dahil olmak
Uzere farkli biyeclojik rollerde yer almaktadir (Cawston ve dig.,
Arthritis Rheum. 41 (10): 17%0-71, 1988; Hasegawa ve dig.,
Rheumateology (Oxfeord) 38(7): 612-7, 1%9%; levy ve dig., J.
Hepatol. 32(2): 2Z18-26, 2000, Manicocurt wve did., Arthritis.
Rheum. 43(2): 281-8, 2000; de Hooge wve dig., Am J. Pathecl.
100(5): 1733-43, 2002; Luzina ve dig., Arthritis Rheum 48(8):
2262-74, 2003; Morikawa ve dig., J. Neurosci. 24(8): 1941-7,
2004; Kong ve dig., J. Lipid Res. 46(6): 1163-71, 2005). OSM'nin
cesitli badlamlarda hiicre digi matrisin (ECM) giclit Dbizr
modiilatdri oldudu gdrilmistiir ve bu da 0OSM'nin, fibrozis (ECM
fazlasi) wve kikirdak yikimi (ECM'nin bozulmasi) dahil olmak
iizere karsit goérinen patolejik sonug¢lara aracilik edebilecedini
dilsiindiirmektedir. Doku tipine ve c¢evresel ortama bagli olarak,
bu etkilerin her ikisi de, 0SM asiri olarak ifade edildiginde
veya ekzojen olarak farelerin akciferlerine veya eklemlerine
uygulandidinda goézlenmistir (Richards et at, Biochem. Soc.
Trans. 30(2): 107-11, 2002; Hui ve dig., Arthritis Rheum. 48(12):
3404-18, 2003; Rowan ve dig., Am. J. Pathol. 162(6): 1975-84,
2003). Ek olarak 0SM'nin, daha &dnce bu tir sonucglarin mevcut
oldudu insan patolojilerinde vyukari reglile oldudu gérilmistir
(yukarida ver alan Cawston ve did.; vukarida ver alan Hasegawa
ve dig.,; yukarida yer alan Levy ve di§., yukarida yer alan
Manicourt wve diJ., yukarida yer alan Luzina ve did.). Lckal
olarak etkili bir sitcokin o©lan O0OSM, romatoid artritli (RA)
hastalarin sinovival sivisinda (yukarida yer alan Cawston v.d.;
vukarida vyer alan Manicourt wv.d.), skleroderma ile 1iligkili
interstisyel akcier hastaligi ve idiopatik pulmoner fibrozisi
(IPF) olan hastalarin bronseoalevolar lavaj (BAL) sivisinda
(yukarida vyer alan Luzina v.d.) ve siroz hastalarinin
karacierlerinde (yukarida vyer alan Levy v.d.} vukari dodru
regliile edilir . OSM'nin ECM iizerindeki é&énerilen etkisi, kismen

matris metalloproteinazlar (MMP'ler) ve MMP'lerin doku
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inhibitérleri (TIMP' ler) arasindaki dengeyl dedistirebilme
yetenegine atfedilebilir. TIMP'ler, MMP'lere, MMP proteclitik
aktivitesinde bkir kayba vol agan 1:1 oraninda ylksek bir afinite
ile badglanir. TIMP-1 wve TIMP-3'in, daha dnce OSM tarafindan
farkli: sgekilde reglile edildigi wve sonug¢ olarak TIMP-1'de bir
artisa wve TIMP-3"te bir azalmaya neden oldudu gorilmistir
(Gatsios ve dig., Eur. J. Biocchem. 241(1}: 56-63, 199¢). Hicre
disi matris bilesenlerinin sindiriminin regiile edilmesine ek
olarak, MMP’ler gug¢li bir pro-fibrotik sitokin olan TGF-p dahil
olmak izere ¢ok sayida proteinin bdlinmesinde ve ardindan aktive
edilmesinde de rol oynar (Leask ve dig., FASER J. 18(7): 81l6-
27, 2004 . QOSM'nin ayni zamanda tip I kollajenin
transkripsiyonunu dogrudan in vitroindiikleyebildigi
bPildirilmistir (Hasegawa ve did., J. Rheumatcl. 25(2): 308-13,
1998) .

OSM wve IL-31'in her ikisi de proriasis ve atopik dermatitli
hastalarin derisinde bulunmustur ve OSMR wve IL-31R’de bulunan
mutasyonlar, sistemik kutanéz amiloidozis ile
iliskilendirilmistir. IL-31"in sistem gcapindaki transgenik asira
ifadesi, farelerin derisinde kagsintili bir inflamasyon tepkisi
indiklemistir. OSM ve IL-31’in her ikisi de, bunlarin nosiseptif
ve kasintili yanitlari destekledidi &éne slirilen ndronlar
Uzerinde OSMR aracigivla sinyal verir.

Toplu olarzk, insan hastaliklari ve OSM ve IL-31'in, en azindan
inflamasyon, hicre disi matris yeniden modelleme, agri ve
pruritis dahil olmak {izere g¢esitlli patolojileri destekleme
yvetenedini ile olan baglantilar, OSMR'nin bloke edilmesinin OSMR
ile 41liskili bircceck hastalik wve bozuklukta terapétik mildahale
i¢in vararli bir hedef cldudunu one sidrmektedir.

Us2006171951 yayininda, onkostatin M reseptdriine yénelik
antikorlar agiklanmistair.

Diveu ve dig. 2004, Eur. Cytckine Netw., 15{4): 291-302
yvayininda, GP130 benzeri (GPL} reseptdriin uzun iscformunun
baskin ifadesinin, interldkin-31 sinyallemesi igin gerek oldudu

aciklanmistir.
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Jalal ve dig. 2010, J Interferon Cytokine Res., 30(12): 865-73
yayininda, inflamasyon  ve gpl30”un dahil oldudu diger
hastaliklarin patcgenezinde gpl30’un rclil aciklanmistir.
Repovic ve dig. 2003, Oncogene., 22(50): 8117-24 vyayininda,
astrogliyom hicrelerinde wvaskiler endotelyal blUyume faktdru
ekspresyonunun onkostatin-M indiiksiyonu agiklanmigstir,

Rudikoff wve dig§. 19882, Proc Natl Acad Sci U S A., 79(6): 1979~
83 wvavininda, tek amino asit ornatmalarinin antigen badlanma
dzgulliglini dedistirebilecedi aciklanmistir.

Panka ve dig,., PNAS, 1988, 85(9): 3080-3084 yayininda, degisken
b&lge cerceve farkliliklarinin, varyant anti-digoksin
antikorlarinin disiik veya ylksek afinitesine neden olabilecedi
aciklanmistir.

MEVCUT BULUSUN OZETI

Meveut bulus, bir onkastatin M reseptdri {CSMR) antijen
badlayici proteini saglar ve burada séz konusu antijen badlayica
protein bir antikor olup, sdz konusu antikor asadidakileri
icerir:

SEQ ID NO:31°de belirtilen sekansa sahip bir hafif zincir
tamamlayicilik belirleme bdlgesi 1'i (LCDR1); SEQ ID NO:34’te
belirtilen sekansa sahip bir hafif =zincir tamamlayicilik
belirleme bdlgesi 2’yi (LCDR2) ve SEQ ID NO:37'de belirtilen
sekansa sahip bir hafif zincir tamamlavyicilik belirleme bélgesi
3711 (LCDR3) icgeren bir hafif zincir dedisken domeni ve

SEQ ID NO:13'te belirtilen sekansa sahip bir agir zincir
tamamlayicilik belirleme k&lgesi 1'i (HCDR1); SEQ ID NO:16'da
belirtilen sekansa sahip bir adgir =zincir tamamlayicilik
belirleme bdlgesi 2'yi (HCDRZ) wve SEQ ID NO:19'da belirtilen
sekansa sahip bir adir zincir tamamlavicilik belirleme bdlgesi
3'11 (HCDR3) iceren bir adir zincir degisken domeni ve burada sz
konusu antikor, insan onkostatin M (CSM) wve insan interldkin
31'in insan OSMR’ye badlanmasini 1inhibe eder ve sdz konusu
antikor, insan OSMR ifade eden hicrelerde insan 0SM aracili ve
insan interl&kin 31 aracili OSMR sinyallemesini azaltir.

Mevcut bulus ayrica, bulusun antikorunu igeren bir farmasdtik
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bilesim saglar.

Mevcut bulus ayrica, bulusun antikcrunu kodlayan izcocle edilmis
bir nilkleik asit sadlar.

Bulus ayrica, bulusun izole edilmis niilkleik asidini igeren bir
ekspresyon vektdori saglar.

Bulus ayrica, bulusun izole niikleik asidini digeren Dbir
rekombinant konak hicre zadlar.

Mevcut kulus avyrica, onkastatin M reseptdriine (OSMR) badlanan
bPir antikorun olusturulmasina vyénelik bir yontem sadlamakta
olup, soz konusu yontem asagidakileri igerir:

albulusun rekombinant konak hiicresinin killtiirlenmesi wve

b} antikcrun sdz keonusu kiiltirden izole edilmesi.

Mevcut bulus, ticari dretime ve insanlarda terapdtik kullanima
uygun Szelliklere sahip anti-0SMR antijeni badlayici proteinler,
drnedin antikorlar ve bunlarin fonksiyonel fragmanlarini sadlar.
Anti-0SMR antijeni baglayici proteinler, OSMR ile 1ligkili,
dzellikle OSM wveya IL-31'in OSMR’ye baflanmasi ile iliskili
hastaliklarin ve bozuklarain tedavi edilmesine vénelik
yontemlerde vararlidir. Burada, OSMR’yi vyuksek afinite ile
baglayan ve OSM ve/veya IL-317in OSMR’'vye badlanmasini etkili bir
sekilde engelleyen OSMR badlayici proteinler sadlanmistir.
Mevcut bulus ayrica, a) SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28 wveya SEQ ID
NO:29'da belirtilen amino asit sekansina en az %90 dzdes, en az
%95 oGzdes veya tamamen ©6zdeg bkbir hafif zincir dedisken domeni;
by SEQ ID NC:9, SEQ ID N0O:10 wveya SEQ ID NO:11'de belirtilen
amino asit sekansina en az %90 Ozdes, en az %95 &dzdes veya
tamamen &zdes bir adir zincir dedisken domeni; veya c¢) a)’nin
hafif zincir de§isken domeni veva b))’ nin adir zincir dedisken
domenini igeren bir OSMR antijeni badlavici protein sadlar.
Mevcut bulusun tercih edilen antijen badlayici proteinler
arasinda, SEQ ID NO:27'de belirtilen amino asit sekansina en az
%90 oOzdes, en az %95 Ozdes veya tamamen &zdes bir hafif zincir
dedisken domeni ve SEQ ID NO:9'da belirtilen aminc asit sekansina
en az %90 ozdes, en az %95 oGzdes wveya tamamen &zdes bir adir

zincir dedisken domeni icgerenler; SEQ ID N0O:28'de belirtilen
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amino asit sekansina en az %90 &zdes, en az %95 dzdes veya
tamamen &zdes bir hafif zincir dedisken domen ve SEQ ID NO:10'da
belirtilen aminc asit sekansina en az %90 &zdes, en az %95 &dzdes
veya tamamen &zdes bir adir zincir dedisken domeni icerenler; ve
SEQ ID NO:2%'da belirtilen aminc asit sekansina en az %90 ozdeg,
en az %95 Ozdes wveya tamamen &zdes bir hafif zincir dedisken
domeni wve SEQ 1ID NO:11'de belirtilen amino asit sekansina en az
%90 &zdes, en az %95 dzdes veva tamamen &zdes bir air zincir
dedisken domeni igerenler bulunur.

SEQ ID NO:9 ile yukarida tanimlanan sekilde sekans iliskisine
sahip bir agir =zincir dedisken domeni idigeren OSMR antijeni
baglavici proteinler, istede gbre SEQ ID NO:8'da pozisyon 73'e
karsilik gelen pozisyonda asparagin disinda bir amino asit
(drnedin aspartik asit) igerebilir. Bdyle uygulamalarda adair
zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID NO:53'te belirtilen
amino asit sekansini icgerir.

SEQ ID N0:10 ile vyukarida tanimlanan sekilde sekans iliskisine
sahip bir adir =zincir dedisken domeni igeren OSMR antijeni
baglavici proteinler, istede gdre SEQ ID NO:10'da pozisycn 73°e
karsilik gelen pozisyonda asparagin disinda bir amino asit
(6rnedin aspartik asit) igerebilir. Boyle uygulamalarda adair
zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID NO:54'te belirtilen
amino asit sekansini icerir.

Mevcut bulus avyrica, a) SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28 veya SEQ ID
NO:29'de belirtilen aminc asit sekansindan en fazla on veya en
fazla bes amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasini igeren
bir hafif zincir dedisken domeni; b) SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10
veya SEQ ID NO:11'de belirtilen amince asit sekansindan en fazla
on veya en fazla Dbes amino asit eklemesi, silmesi veva
ornatmasini igeren bir adir zincir dedisken domeni; veya ¢)
a)’'nin hafif zincir dedisken domeni wve b)’nin afir =zincir
dedisken domenini igeren bir OSMR antijeni baglayici protein
saglar.

Bulusun tercih edilen antijen badlayici proteinleri arasinda,

SEQ ID NQC:27'de belirtilen amino asit sekansaindan en fazla on
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veya en fazla bes amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina
sahip bir hafif zincir dedisken domeni wve SEQ ID NO:9'da
belirtilen amino asit sekansindan en fazla on veya en fazla bes
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina sahip bir adir
zincir dedisken domeni igeren proteinler; SEQ ID NO:28'de
belirtilen amino asit sekansindan en fazla on veva en fazla bes
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina sahip bir hafif
zincir dedisken domeni ve SEQ ID NO:10'da belirtilen amino asit
sekansindan en fazla on veya en fazla beg aminc asit eklemesi,
silmesi veya ornatmasina sahip bir adir zincir degisken domeni
igeren proteinler; ve bir hafif zincir dedisken domeni SEQ ID
NO:29'de belirtilen amino asit sekansindan en fazla on veya en
fazla bes amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina sahip ve
SEQ ID NO:11l'de belirtilen amino asit sekansindan en fazla on
veya en fazla bes amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina
sahip bir adir zincir dedisken domeni igeren proteinler bulunur
SEQ ID NO:9 ile yukarida tanimlanan seckilde sekans iliskisine
sahip bir adir =zincir dedisken domeni igeren OSMR antijeni
baglavici proteinler, istede gére SEQ ID NO:9"da pozisyon 737e
karsilik gelen pozisyonda asparagin disinda bir amino asit
(6rnedin aspartik asit) ig¢erebilir. Bdyle uygulamalarda adir
zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID NO:53’te belirtilen
amino asit sekansini icerir.

SEQ ID NO:10 ile vyukarida tanimlanan sgekilde sekans iliskisine
sahip bir adir =zincir degisken domeni idigeren OSMR antijeni
baglayici proteinler, istede gdre SEQ ID NC:10’da pozisyon 737e
karsilik gelen pozisyonda asparagin disinda bir amino asit
(drne&in aspartik asit) icerebilir. Bdyle uygulamalarda adar
zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID NO:54'te belirtilen
amino asit sekansini igerir.

Mevcut bulus ayraica, a) SEQ ID NC:30'da belirtilen LCDRI1
sekansindan en fazla ¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDR1; SEQ ID NO:33'te belirtilen LCDR2
sekansindan en fazla 11¢ amino asgit eklemesi, silmesi veva

ornatimina sahip bir LCDR2Z; wve SEQ ID NO:36'da belirtilen LCDR3
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sekansindan en fazla 1Ug¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDR3; b) SEQ ID NO:31l'de belirtilen LCDRI1
sekansindan en fazla 1U¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDR1; SEQ ID NO:34'te belirtilen LCDRZ2
sekansindan en fazla Ug¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDRZ; ve SEQ ID NO:37'de belirtilen LCDR3
sekansindan en fazla {4d¢ amino asit eklemesi, silmesi wveva
ornatimina sahip bir LCDR3; vevya ¢) SEQ ID NO:32'de belirtilen
LCDR1 sekansindan en fazla ii¢c aminc asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDR1; SEQ TID NO:35'te belirtilen LCDRZ2
sekansindan en fazla 1l¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDRZ; wve SEQ ID NO:38'de belirtilen LCDR3
sekansindan en fazla 11U¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir LCDR3 igeren bir hafif zincir dedisken
domenine ve d) SEQ ID NO:12'de belirtilen HCDR1 sekansindan en
fazla iig aminc asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir
HCDR1; SEQ ID NC:15'te belirtilen HCDRZ sekansindan en fazla Ucg
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDRZ; ve
SEQ ID NO:18'de kelirtilen HCDR3 sekansindan en fazla ¢ amino
asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDR3; e) SEQ
ID NO:13'te belirtilen HCDR1 sekansindan en fazla {i¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDR1; SEQ 1ID
NO:16'da belirtilen HCDRZ sekansindan en fazla {ic¢c aminc asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDRZ; wve SEQ 1ID
NO:1%'da belirtilen HCDR3 sekansindan en fazla u¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDR3; veya f) SEQ
ID NO:14'te belirtilen HCDR1 sekansindan en fazla ¢ amino asit
eklemesi, sgsilmesi wveya ornatimina sahip bir HCDR1; 3SEQ 1ID
NO:17'de Dbelirtilen HCDRZ sekansindan en fazla U¢ amino asit
eklemesi, silmesi wveya ornatimina sahip bir HCDRZ; ve SEQ ID
NO:20'de belirtilen HCDR3 sekansindan en fazla {i¢ amino asit
eklemesi, silmesi wveya c¢rnatimina sahip bir HCDR3 igeren bir
adir zincir dedisken domenine sahip bir OSMR antijeni badlavyici
proteini sadlar.

Yukarida bahsedilen bulusun tercih edilen OSMR antijeni
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baglayici proteinler arasinda, a} 'nin bir hafif zincir dedisken
domenini wve d)'nin bir afir zincir dedisken domenini igeren
proteinler; b) 'nin bir hafif zincir dedisken domenini ve e) 'nin
bir adir zincir dedisken domenini igeren proteinler; ve c)'nin
bir hafif =zincir dedisken domeni wve £)'nin bir adir =zincir
dedisken domenini igeren proteinler bulunur.

a) 'nin hafif =zincir dedisken domenini ve d)'nin adir =zincir
dedisken domenini icgeren OSMR antijeni ba&layici proteinler,
istede gbre SEQ ID NO:9'da pozisyon 73'e karsilik gelen
pozisyonda asparagin disinda bir amino asit (6rnedin aspartik
asit) igeren bir adir =zincir dedisken domeni igerir. Boyle
uygulamalarda adir zincir dedisken domeni, istede gbdre SEQ ID
NO:53"te belirtilen amino asit sekansini icerir.

b)'nin hafif =zincir deg§isken domenini wve d)'nin adir =zincir
degisken domenini igeren OSMR antijeni bagdlayici proteinler,
istede gbre SEQ ID NO:10’da pozisyon 73’7e karsilik gelen
pozisyvonda asparagin disinda bir amino asit (brnedin aspartik
asit) iceren bir adir =zincir dedisken domeni igerir. Bdyle
uygulamalarda agir zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID
NO:54"te belirtilen amino asit sekansini igerir.

Mevcut bulusun OSMR antijeni badlayici proteini, 1 x 10719 M'den
daha az veya 1 x 10719 M'ye esit bir afinite ile insan OSMR'ye
baglanir.

Mevcut bulusun OSMR antijeni baglayici proteini, insan OCSM'nin
insan OSMR’ye ve/veya insan IL-31’1n insan OSMR’ye balanmasini
inhibe eder.

Mevcut bulusun OSMR antijeni baglayici proteini, insan OSMR
ifade eden hiicrelerde insan OSM aracili ve/veva insan IL-31
aracili OSMR sinvallemesini azaltair.

Mevcut bulusun OSMR antijeni baglayic¢i proteini, sinomolgus
maymunu OSMR ifade eden hiicrelerde insan OSM aracili ve/veya IL-
31 aracili OSMR sinyallemesini azaltir.

Mevcut bulusun COSMR antijeni bkadlavyici preoteini, bir antikor,
drnedin bir insan antikorudur. Mevcut bulusun tercih edilen

antikorlari arasinda, SEgQ ID NO:24'te belirtilen amino asit
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sekansina sahip bir hafif zincir ve SEQ ID NO:6'da belirtilen
amino asit sekansina sahip bir adir zincir icgeren antikorlar;
SEQ ID NO:25'te belirtilen amino asit sekansina sahip bir hafif
zincir ve SEQ ID NC:7'de belirtilen amino asit sekansina sahip
bir agir zincir igeren antikorlar; ve SEQ ID NO:26'da belirtilen
amino asit sekansina sahip bir hafif zingir ve SEQ TID NO:8'de
belirtilen aminoc asit sekansina sahip bir adir zincir igeren
antikorlar bulunur.

Ilave antikorlar arasinda, SEQ ID NO:24'te belirtilen amino asit
sekansina sahip bir hafif zincir ve SEQ TD NO:50'de belirtilen
amino asit sekansina sahip bir adir zincir igeren antikorlar;
SEQ ID NO:25'te belirtilen amino asit sekansina sahip bir hafif
zincir ve SEQ ID NO:51'de belirtilen amino asit sekansina sahip
bir agir zincir ig¢eren antikorlar; ve SEQ ID NO:26'da belirtilen
amino asit sekansina sahip bir hafif zincir ve SEQ ID NO:52'de
belirtilen amino asit sekansina sahip bir adir zincir iceren
antikorlar bulunur.

Mevcut bulus, bkir OSMR antijeni baglayici proteinin bir veya
daha fazla polipeptit bilesenini, O&rnedin bir antikor hafif
zinciri veya antikor adir zincirini kodlayan nikleik asitler
veya 1zole edilmis nilkleik asitler saglar. Tercih edilen
uygulamalarda nikleik asit, asadidakileri iceren bir polipeptidi
kodlar:

a) SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:Z28 wveya SEQ ID NO:29'da belirtilen
amino asit sekansina en az %95 Ozdes bir hafif zincir dedisken
domeni;

b} SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 veya SEQ ID NO:11'de belirtilen
amino asit sekansina en az %95 &Gzdes bir afir zincir dedisken
domeni;

¢} SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28 veya SEQ ID NC:29'da belirtilen
amino asit sekansindan en fazla begs amino asit eklemesi, silmesi
veya ornatimina sahip bir hafif zincir dedisken domeni;

d}y SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 wveya SEQ ID NO:11'de belirtilen
amino agit sekansindan en fazla beg amino asit eklemesi, silmesi

veya ornatimina sahip bir adir zincir dedisken domeni;

1¢C
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e) asadidakileri igeren bir hafif zincir dedisken domeni:
1) SEQ ID NO:30'da belirtilen LCDR1 sekansindan en
fazla ¢ amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina
sahip bir LCDR1; SEQ ID NO:33'te belirtilen LCDRZ
sekansindan en fazla {ic aminc asit eklemesi, silmesi
veya ornatimina sahip bir LCDRZ; wve SEQ ID NO:36'da
belirtilen LCDR3 sekansindan en fazla ii¢ amino asit

eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDR3;

1i) SEQ ID NO:31'de belirtilen LCDR1 sekansindan en
fazla iig aminc asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir
LCDR1; SEQ ID NC:34'te belirtilen LCDRZ sekansindan en fazla g
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDRZ; ve
SEQ ID NO:37'de bkelirtilen LCDR3 sekansindan en fazla ¢ amino

asit eklemesi, silmesi veyva ornatimina sahip bir LCDR3; veya

iii) SEQ ID NO:22'de belirtilen LCDR1 sekansindan en
fazla ¢ aminc asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir
LCDR1; SEQ ID NC:35'te belirtilen LCDRZ sekansindan en fazla Ug
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDRZ; ve
SEQ ID NO:38'de belirtilen LCDR3 sekansindan en fazla id¢ amine

asit eklemesi, silmesi veya crnatimina sahip bir LCDR3; veya

f) asagidakileri igeren bir adir zincir dedisken domeni:

1) SEQ ID NO:12'de belirtilen HCDR1 sekansindan en
fazla ii¢ aminc asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir
HCDR1; SEQ ID NO:15'te belirtilen HCDR2 sekansindan en fazla g
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDRZ; wve
SEQ ID NO:18'de belirtilen HCDR3 sekansindan en fazla ¢ amino

asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDR3;

ii) SEQ ID NO:13'te belirtilen HCDR1 sekansindan en
fazla 1i¢ aminc asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir
HCDR1; SEQ ID NO:16'da helirtilen HCDR2 sekansindan en fazla Ug¢

amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDRZ; wve
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SEQ ID NO:19'da belirtilen HCDR3 sekansindan en fazla ¢ amino

asit eklemesi, silmesi wveya ornatimina sahip bir HCDR3; veya

iii) SEQ ID NQO:14'te belirtilen HCDR1 sekansindan en
fazla U¢ aming asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir
HCDR1; SEQ ID NO:17'de belirtilen HCDR2 sekansindan en fazla iig
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir HCDRZ; ve
SEQ ID NO:20"de bkelirtilen HCDR3 sekansindan en fazla {ic amino

asit eklemesi, silmesi veya crnatimina sahip bir HCDR3.

Belirli uygulamalarda nilkleik asit veya izole edilmis niikleik
asit, SEQ ID NO:53 wveya SEQ ID NO:54'te belirtilen aminc asit
sekansini icgeren bir polipeptidi kodlar.

Belirli uygulamalarda niikleik asit veva 1izole edilmis nilkleik
asit, SEQ TID NO:50, SEQ ID NQ:51 veya SEQ TID NO:52'te belirtilen
amino asit sekansini igeren bir polipeptidi kodlar.

Bulusun belirli uygulamalarinda niikleik asit veva izole edilmis
niikleik asit, bir antikor hafif zincirini kodlar ve SEQ ID NO:21,
SEQ ID NO:22 veva SEQ ID NO:23"te belirtilen nukleotit sekansina
en az %80, en az %90, en az %95 veya 100% &zdestir. Dokuzuncu
goériinimiin dider uygulamalarinda niikleik asit veya izole edilmis
nikleik asit, bir antikor adir zincirini kodlar ve SEQ ID NO:3,
SEQ ID NO:4 wveya SEQ ID NO:5"te belirtilen nlkleotit sekansina
en az %80, en az %90, en az %95 veya 100% ozdegtir.

Belirli uygulamalarda adir zincir, SEQ ID NC:47, SEQ ID NO:48
veya SEQ ID NO0O:49'da belirtilen bir nikleotit sekansini igeren
bir nikleik asit tarafindan kodlanir.

Mevcut bulus, bulusun bir wveva daha fazla nlkleik asidini wvevya
izocle edilmis nilkleik asidini i¢eren bir ekspresyon vektdri
saglar. Belirli uygulamalarda ifade wvektdérleri, bir antikor
hafif zinciri wveya bir afir =zinciri veya bir antikor hafif
zinciri ve bir adir zincirin her ikisini de sadlar.

Mevcut bulus ayrica, bulusun bir veya daha fazla ekspresyon
vektdHriinli igeren rekombinant konakgi hilcreler de dahil olmak

izere bulusun bir veya daha fazla niikleik asidini wveya izole
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edilmis niukleik asidini iceren, 1istede gbre bir promotdre
islevsel olarak bagli bir rekombinant konakgi hiicre sadlar.
Tercih edilen uygulamalarda rekombinant konak hiicre, OSMR'yi
baglavan bir antikor salgilar. Tercih edilen konak hiicreler, CHO
hiicre hatlari dahil olmak Uzere memeli konak hiicrelerdir.
Mevcut bulus, bir otoimmin bozukludu, bir inflamatuar bozukluk
veya hicre disi matris birikmesi veya yeniden modellemesi ile
iliskili bir bozuklufdun tedavi edilmesine vdnelik vyéntemler
saglar ve sdz konusu ydntem, bulusun herhangi bir OSMR antijeni
baglayic1l proteinin terapdtik olarak etkili bir miktarinin
ihtiyvaci c¢lan bir hastaya uygulamasini igerir. Tercih edilen
uygulamalarda OSMR antijeni baglayici protein, SEQ ID NO:27'de
belirtilen amino asit sekansinin bir hafif zincir dedisken
domenini ve SEQ ID NO:9'da belirtilen amino asit sekansinin bir
agir zincir dedisken domenini igeren bir antikor (&rnedin, Abl),
SEQ ID NO:28'de belirtilen amino asit sekansinin bir hafif zincir
dedigken domenini wve SEQ ID NO:10'da belirtilen amino asit
sekansinin bir adir zincir dedisken domenini iceren bir antikor
(6rnedin, AbZ) wveya SEQ ID NO:29'da belirtilen amino asit
sekansinin bir hafif zincir degisken domenini ve SEQ ID NO:11'de
belirtilen amino asit sekansinin bir adgir zincir dedisken
domenini iceren bir antikordur (Ornedin, Ab3} . Belirli
uygulamalarda OSMR antijeni badlavici protein, SEQ ID NO:27'de
belirtilen amino asit =sekansinin bir hafif zincir dedisken
domenini ve SEQ ID NO:53'te belirtilen amino asit sekansinin bir
agir zincir dedisken domenini igeren bir antikor wveya SEQ ID
NO:28'de belirtilen amino asit sekansinin bir hafif =zincir
defisken domenini wve SEQ ID NO:54'te belirtilen aminoc asit
sekansinin bkir afir zincir dedigsken domenini ig¢eren Dbir
antikordur.

Tercih edilen uygulamalarda OSMR antijeni baglayici protein,
0SM nin OSMR'ye veya IL-317in OSMR’ye kadlanmasini inhibe eder.
Ozellikle tercih edilen uygulamalarda otoimmin bozukluk,
inflamatuar bozukluk wveya hiicre digi matris birikmesi veva

veniden modellemesi ile iligkili bir bozukluk, fibroz, kikirdak
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yikimi, artrit, romatoid artrit, skleroderma, sklercderma ile
iligkili interstisyel akcider hastalida, idyopatik pulmoner
fibroz, siroz, psorivazis, atopik dermatit, sistemik kutandz
amiyeloitoz, primer kutandz amiloidoz, inflamasyon, pruritik
inflamasyon, prurigo nodularis ve agraidir.

Mewvcut  bulus, bulusun rekombinant bir konak  hiicresinin
kiltirlenmesi wve sz kcnusu kUltirden OSMR antijeni badlayica
proteinin izole edilmesi ile bulusun bir OSMR antijeni badlavica
proteininin olusturulmasina yodnelik bir ydntem sadlar.

Mevcut bulus ayrica, asagidakilerden olusan gruptan se¢ilen bir
antikor ile g¢apraz rekabet eden bulusun OSMR antijeni badlayica
proteinlerini saglar:

a2} SEQ ID:24"te belirtilen amino asit sekansini iceren bir hafif
zinciri ve SEQ ID NO:6'da belirtilen amino asit sekansini igeren
bir agir zinciri igeren bir antikor;

b} SEQ TD:25'te belirtilen amino asit sekansini igceren bir hafif
zinciri ve SEQ ID NO:7'de belirtilen amino asit sekansini igeren
bir adir zinciri iceren bir antikcr; ve

c} SEQ ID:26'da belirtilen amino asit sekansini ig¢eren bir hafif
zinciri ve SEQ ID NO:8'da belirtilen amino asit sekansini iceren
bir adir zinciri iceren bir antikor.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMAST

Burada ver alan bdéliim basliklari sadece dizenleme amacli olup,
tarif edilen konuyu sinirlayicil clarak anlasilmamalidir.
Rekombinant DNA, oligontkleotit sentezi, doku kultuarid ve
transformasyonu, protein saflastirmasi vb. i¢gin standart
teknikler kullanilabilir. Enzimatik reaksiyonlar ve saflastirma
teknikleri, ireticinin tarifnamesine gdre veva vavgin olarak
teknikte gercgeklestirilen sekilde veya burada tarif edilen
sekilde gergeklestirilebilir. Agadida yer alan prosedirler ve
teknikler genel coc©larak teknikte iyi bilinen wve mevcut
tarifnamede belirtilen geleneksel ydntemlere gbre ve burada yer
alan cesitli genel ve daha spesifik referanslarda tarif edilen
gsekilde gergeklegtirilir. Bkz. &rn., Sambrook we dig., 2001,
Molecular Cloning: A Laboratcry Manuel, 3. baski, Cold Spring
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Harbor Laboratory Press, cold Spring Harber, N.Y. Spesifik
tanimlar yapilmadigi siirece, burada tarif edilen analitik kimya,
organik kimya ve tibbi ve farmas&tik kimya ile badlantili olarak
kullanilan adlandirmalar ve laboratuvar prosediirleri ve
teknikleri, teknikte iyi bilinir ve vaygin olarak kullanilir.
Kimyasal sentezler, kimyasal analizler, farmasdtik preparatlar,
formilasyonlar wve Thastalara ilag¢ verilmesi ve Thastalarin
tedavigi icin standart teknikler kullanilabilir.

OSMR

Burada tarif edilen antijen baglayici proteinler, OSMR’ye
baglanir. OSM ve IL-31, OSMR araciligiyla sinyal gdnderir. OSMR,
tip I sitckin reseptdr familvasinin bir lyesidir. OSMR, tip II
OSMR’yi olusturmak {izere glikoprotein 130 (ayni zamanda gpl30,
interldkin 6 sinyal transduktdrt (IL6ST), ILb-beta wveya CD130)
ile heterodimerize olur. 0OSMR ayrica, TL-31 reseptdril olusturmak
lizere T1L-31 reseptdori A (IL31RA) ile heterodimerize olur ve
boylece OSM wve IL-31 1ile indiklenen sinvalleme olavylarini
iletir. Ornek nitelidindeki nuygulamalar bir O©OSMR antijeni
baglavici protein, OSM*yi baglar wve OSMR’yi ifade eden
hilcrelerde OSM ve/veya IL-31 aracili sinyallemeyi Snler.

Insan OSMR sekanslari teknikte bilinir. Cesitli gdriinimlerde
insan OSMR protein sekanslari, GenBank Erisim No. AAIZ252190,
AAT25211, NP 003990 ve EAWS5976’da saglanar. Ornek niteli&inde
bir insan OSMR amino asit sekansi (SEQ ID NC:1), Tablo 1'de
salanmistir. FProtein, birkac domenden olusur: Memeli
hilcrelerinde proteinin islenmesi sirasinda bodlinebilen sinyal
sekansina karsilik gelen amino asitler 1-27, hiicre disi domene
karsi1lik gelen amino asitler 28-740 wve transmembran domene
karsilik gelen aminoc asitler 741-761. Tercih edilen
uygulamalarda burada tarif edilen antijen badlayici proteinler,
OSMR’nin hiicre disi domenine badlanir ve O0SM ve/veya IL-31'in
OSMR ile etkilegsime girmesini onler.

Insan 08SM sekanslari teknikte bilinir. Cesitli g&rinimlerde
insan OSM protein sekanslari, GenBank FErigim No. CAG30420,
CAG46504, NP 065391, P13725, AACO5173, EAW5%864 ve AAH11589'da
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saglanir. Ornek nitelidinde bir insan 0OSM amino asit sekansi
(SEQ ID NO:39), Tablo 1'de saglanmistir. Sinyal sekansina
karsilik gelen aminc asitleri 1-25; matilr proteine karsilik
gelen amino asitler 26-220 ve propeptit sekansina karsilik gelen
amino asitler 221-252.

Insan IL-31 sekanslari teknikte bilinir. Cesitli godriniimlerde
insan IL-31 protein sekanslari, GenBank Erisim No. NP 001014358,
AAS586448, AATI32999, AAI33001, Q6EBC2 wve EAW98310'da =saflanir.
Ornek nitelidinde bir insan IL-31 amino asit sekansi (SEQ ID
NO:41), Taklo 17de saglanmistir. Varsayilan sinyal sekansina
karsilik gelen amino asitler 1-23.

Insan IL31RA sekanslari teknikte bilinir. Cesitli gdérintmlerde
insan IL31RA protein sekanslari, GenBank Erigim No. AAS86447,
NP 001229567 wve CBL94051'de saglanir. Ornek nitelidinde bir
insan IL31RA (v4, 1zoform 3) amine asit sekansi (SEQ ID NO:43),
Takblo 17de saglanmistir. Sinyal sekansina karsilik aminc asitler
1-32; ve transmembran sekanslarina karsilik gelen amino asitler
533-553.

Insan gpl30 sekanslari teknikte bilinir. Cegitli gérintmlerde
insan gpl30 protein sekanslari, GenBank Erigim No. AAT17403,
AAT17405, EAWS4936, NP 002175, ABK41905 ve ARAL9155'da saglanir.
Ornek nitelidinde bir insan gpl30 amino asit sekansi (SEQ ID
NO:45), Table 1'de saglanmistir. Protein, birkac domenden
olusur: Sinval sekansina karsilik gelen amino asitler 1-22,
hiicre disi domene karsilik gelen amino asitler 23-619;
transmembran domene karsilik gelen amino asitler 620-641 ve
sitoplazmik domene karsilik gelen aminc asitler 642-918.

Tablo 1
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insan OSMR amino asit sekans: (SEQ ID NO:1)

MATFAVFQTTFFLTLILSLRTYQSEVLAERLPLTPVSLKVSTNSTRQSLHLQW TVHNLP
YHQELKMVEQIQISRIETSNVIWVGNYSTTVKWNQVLHWSWESELPLECATHIVRIKS
LVDDAKFPEPNFWSNWSSWERVSVQDSTGODILFVIPKDKLVEEGTNVTICYVSRNIQ
NNVSCYLEGKQIHGEQLDPHV TAFNIANSVPFIRNKGTNIYCEASQGNVSEGMKGIVLE
VSKVLEEPKDFSCETEDFKTLHCTWDPGTDTALGWSKQPSQSY TLFESFSGEKKILCTH
KNWONWQITQDSQETYNFTLIAENYLRKRSVNILENLTHRVYLMNPESVNEFENVNAT
NATMTWKVHSIRNNFTYL.CQIELHGEGKMMOYNVSIKVNGEYFLSELEPATEYMARV
RCADASHEWKWSEWSGONFTTLEAAPSEAPDVAWRIVSLEPGNHTVTLEWKPLSKLHA
NOKILEYNVVVENLDRKPSSSELHSIPAPANSTRKLILDRCSYQICVIANNSVGASPASVIVI
SADPENKEVEEERIAGTLEGGEFSLSWKPQPGDVIGY VVDWCDHTODVLGDFQWKNVG
PNTTSTVISTDATFRPGVRYDEFRIYGLSTRKRIACLLEKKTGYSQELAPSDNPHVIVDTLTS
HSFTLSWKDYSTESQPGFIQGYHVYLKSKARQCHPRFEKAVLSDGSECCKYKIDNPEE
KALIVDNLKPESFY EFFITPEFTSAGEGPSATFTRVTTPDEHSSMLIHILLPMVEFCVLLIMY
MCYLKSQWIKETCYPDIPDPYKSSILSLIKFKENPHLIIMNVSDCIPDAIEVVSKPEGTKI
QFLGTRKSLTETELTKPNYLYLLPTEKNHSGPGPCICFENLTYNQAASDSGSCGHVPVS
PKAPSMLGLMTSPENVLKALEKNYMNSLGEIPAGETSLNY VSQLASPMEGDKDSLPTN
PVEAPHCOSEY KMOMAVSLRLALPPPTENSSLESSITLLDPGEHYC

insan OSM amino asit sekansi (SEQ ID NO:39)

MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAAIGSCSKEYRVLLGQILOQKQTDLMQDTSRLLD
PYIRIQGLDVPKLREHCRERPGAFPSEETLRGLGRRGFLOQTLNATLGCVLHRLADLEQR
LPRKAQDLERSGINIEDLEKLOQMARPNILGLRNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASQ
PPTPTPASDAFQRKLEGCRFLIGYHRFMHSVGRVESKWGESPNRSRREISPTIQALRKG
VRRTRPSRKGKRI.MTRGQI.PR

insan IL-31 amino asit sekansi (SEQ ID NO:41)

MASHSGPSTSVIEFILFCCLOGOWLASHTTLPVRLLRPSDDVOKIVEELQSESKMILKDVIEE
EKGVIVSONYTLPCLSPDAQPPNNIHSPAIRAYIKTIRQLDNKSVIDENEHLDKLIFQDA
PETXISVPIDTHECKREILTISQQISECMDLALKSLTSGAQQATT
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insan IL31RA amino asit sekansi (SEQ ID NO:43)

MKLSPQPSCVNLGMMWITWALWMIELPSLCKESLAALPAKPENISCVYYYRKNLTCTWS
PGKETSYTOYTVKRTYAFGEKHDNCTTNSSTSENRASCSFFLPRITIPDNYTIEVEAENG
DOVIKSHMTYWRLENIAKTEPPKIFRVKPVLGIKRMIQIEWIKPELAPVSSDLKYTLRER
TYNSTSWMEVNFAKNRKDKNQTYNLTGLQPFTEY VIALRCAVKESKEFWSDWSQEKM
OMTEEEAPCGLELWRVIEKPAEADGRRPVRLIWKKARGAPVEEKTLOYNIWYYPESN
TNLTETMNTINQQLELHLGGESFWVSMISYNSLGKSPVATLRIPAIQEKSFQCIEVMQA
CVALDQLVVKWQSSALDVNTWMIEWIEPDVDSEPTTLSWESVSQATNWTIQQDKLKP
FWCYNISVYPMLHDKVGEPYSIQAYAKEGVPSEGPETKVENIGVKTVTITWKEIPKSER
KGHONYTIFY QAEGGKGESKTVNSSILOYGLESLKRKTSYIVOVMASTSAGGTNGTSIN
FKTLSESVEENLITSLIGGGLLILIL TVAYGLKKPNKL THLCWPTVPNPAESSIATWHGD
DIEKDKLNLKLESDDSVNTLEDRILKPCSTPSDKLVIDKLVVNFGNVLQEIFTDEARTGQEN
NLGGEKNGTRILSSCPTSI

insan gp130 amino asit sekansi (SEQ ID NO:45)

MLETLQTWILVQALFIFLTTESTGELLDPCGYISPESPYVQLHSNFTAVOVI KEKCMDYF
HVNANYIVWKTNHFTIPKEQY THNRTASSVTFTDIASINIQLTONILTFGQLEQNVYGI
THSGLPPEKPKNLSCIVNEGKKMRCEWDGGRETHLETNFTLKSEWATHKFADCKAKR
DTPTSCTVDRYSTVYFVNIEVWVEAEINALGKVTSDHINFDPVY KVKPNPPHNLSVINSE
ELSSILKETWTNPSIKSVHLKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSFIVQDILKPFTEY
VERIRCMKEDGKGY WSDWSEEASGITYEDRPSKAPSEWYKIDPSHTQGYRTVQLVWEK
TLPPFEANGKILDYEVTLTRWKSHLONYTVNATKLTVNLTNDRYLATLTVRNLVGKS
DAAVLTIPACDFQATHPVMDLKAFPKDNMIWVEWTTPRESVKKYILEWCVIL.SDKAP
CITDWOQOEDGTVHRTY LRGNLAESKCYLITVTPVYADGPGSPESIKAY LKQAPPSKGP
TVRTKRKVGKNEAVLEWDQLPVDVONGFIRNYTIFYRTHONETAVNVDSSHTEY TLSS
LTSDTLYMVRMAAYTDEGGKDGPEFTITTPKEAQGEITCAIVVPVCLAFLLTTLLGVLF
CENKRDLIKKHTIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNENSKDQMYSDSNFTDVSVVEIV
ANDKKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSOMSSSRPSISSSDENESSQNTSSTY
QYSTVVHSGYRHOQVPSVOQVESRSESTQPLLDSEERPEDLQLVDHVDGGDGILPRQOQYF
KONCSQHESSPDISHTERSKQVSSVNEEDFVRLKQQISDHISQSCGSOGOMKMIEQEVSA
ADATGPOGTEGQVERFETVGMEAATDEGMPKSYLPQTVRQGGYMPQ

Mevcut Dbulusun belirli uygulamalarda, yiiksek afinite 1ile
baglanan ve sinomolgus maymunu OSM ve/veya IL-31'1in sinomolgus
maymunu OSMR ile etkilesime girmesini engelleyenler dahil olmak
Uzere burada tarif edilen antijen badlayici proteinler, insan ve
sincmolgus maymun OSMR'nin her ikisini de vyliksek afinite ile
kaglar. Bu odzellikler, insan olmavan primatlarda bilgilendirici
toksikoloji cgalismalarina olanak sadlar.

Bir Rhesus makaki (Macaca mulatta) OSMR protein sekansi teknikte
bilinir wve GenBank Erisim No. XP 001083745’te saglanir. Ornek
niteliginde bir sinomolgus maymunu (Macaca fascicularis) O0OSMR

amino asit sekansi (SEQ ID NO:2Z), Tablc 2'de saglanmistir.
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Protein, birkac domenden olusur: Memeli hiicrelerinde proteinin
islenmesi sirasinda bdlunebilen sinyal sekansina karsilik gelen
amino asitler 1-27, hiicre disi domene karsilik gelen amino
asitler 28-737 wve transmembran domene karsgsilik gelen amino
asitler 738-757. Tercih edilen uygulamalarda burada tarif edilen
antijen badlayici proteinler, OSMR’nin hiicre disi domenine
badlanir ve 0OSM ve/veya IL-31'in OSMR ile etkilegsime girmesini
dnler.
Bir Rhesus makaki (Macaca mulatta) OSM protein sekansi teknikte
bilinir ve GenBank Erisim No. NP 001181403'te saglanir. Ornek
nitelidinde bir sinomolgus maymunu (Macaca fascicularis) O0OSM
amino asit sekansi (SEQ ID NO:40), Tablo 2'de sadlanmistir.
Matlir sinomolgus OSM’ye karsilik gelen aminc asitler 1-196.
Bir Rhesus makaki (Macaca mulatta) IL-31 protein sekansi
teknikte bilinir ve GenBank Erisim No. XP 001096743’ te saglanir.
Ornek niteliginde bir sinomolgus maymunu (Macaca fascicularis)
IL-31 amino asit sekansi (SEQ ID NO:42), Tablo 2'de sadlanmistir.
Bu sekans, matlr sinomolgus maymunu IL-31'1 temsil eder.
Ornek nitelidinde bir sinomolgus maymunu (Macaca fascicularis)
IL31IRA amino asit sekansi (SEQ ID NO©:44), Tablo 27de
saglanmistir. Sinval sekansina karsilik aminc asitler 1-19; ve
transmembran domene karsilik gelen amino asitler 520-540.
Bir Rhesus makaka (Macaca mulatto} gpl30 protein sekansi
teknikte bilinir ve GenBank Erisim No. NP 001252%20"de sadlanir.
Ornek nitelidinde bir sinomolgus maymunu (Macaca fascicularis)
gpl30 aming asit sekansi (SEQ ID NC:46), Tablo 2'de sadlanmistir.
Protein, birkac domenden olusur: Sinyal sekansina karsilik gelen
amino asitler 1-22, hilcre disi domene karsilik gelen amino
asitler 23-619; transmembran domene karsilik gelen aminoc asitler
620-641 ve sitoplazmik domene karsilik gelen amino asitler 642Z2-
918.

Tablo 2
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Sinomolgus maymunu OSMR amino asit sekansi (SEQ ID NO:2)

MALFVVFQTTFFLILLSLRTYQSEVLAERLPLTPVSLKVSTNSIHQSLHLOWTVHNLPY
HQELKMVFQIQISRIETSNVVWVOGNYSTPYVKWNQVIHWSWESELPLECATHEFVRIKS
VIDDASFPEPNFWSNWSSWEEVSVQDYLGRGTLFVFPKDKLVEEGSNVTICY VSRNIQ
NNVSCYLEGKQIHGEQLDPHVTAFNLNSVPFIRNRGTNIYCEASQGNVSKGIEGIVLFV
SKVLEEPKDFSCESQDFKTLHCTWDPGTDTALGWSKQPSQSY TLFESFSGEKKLCTHK
NWONWOITQDSQEMYNFTLIAENYLRKRSVNILENLTHRVYLMNPESVNFENVNATN
AMMTWEKVHSMRNNEFTYLCQIELHGEGKMMOQYDVSINVNGEYFLSELEPATEY MARV
RCADASHFWKWTEWSGONFTTLEAAPSEAPDVWRSVNSEPONHTVTLIFWKPLSKLEI
ANGKILFYNVVVENLDKPSRSELRSIPAPANSTKLILDRCSY QICVTANNSVGASPASII
VISADPENKEVEEERIAGTEGGFSLSWKPOPGDVIGYVVDWCDHPODVLOQWRKNVGPN
TISTVISTDAFRPGVRYDEFRIYGLSTRRIACLLEKKTGYSQELAPSDNPHVILVDMITSH
SFTLSWKDYSTESQPGFIQGYHVYLKSKARQCHPRFQKAVLSDGSECCRYKIDNPELRK
ALIVDNLKPESEFYEFEVTPEFTSAGEGPNATITRKVTTPDEHSSMLIRILLPMVIECVLLIMIY
CYLKSQWIKETCYPDIPDPYKSSILSLIKFKENPHLTIMNVSDCIPDAIEVVSKPEGTKIQ
LLGTRKSLTETELTKPNYLYLLPTERNHSGPGPCICFENFTYNQAASDAGSCGHVPVPP
KAPPSMLGLMTSPENVILKALEKNYMNSLGEVPAGETSLNY VSQLASPMSGDKDSIPT
NPVLEPPHCSEYKMOQMAVPLRLALPPPTENSSLSSITLLDPGEHYR

Sinomolgus maymunu OSM amino asit sekansi (SEQ ID NO:40)
AAMGOGSCSKEYRMULGQLQKQTDIMQDISRLIDPYIRIQGEDIPKI REHCRESPGAFPS
EETLRGLGRRGFLQTLNATLGRILHRLADLEQHLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQMARP
NVLGLRNNVYCMAQLLDNSDMTLPTKAGRGTPQPPTPTPTSDVFQRKLLEGCSFLRGY
HRFMHSVGORVESKWGESPNRSRR

Sinomolgus maymunu IL-31 amino asit sekansi (SEQ ID NO:42)

TLPVHFLQPSDIQKIVEELQSLSKMLLKDVKEDKGVLVSQNY TLPC L TPDAQPPNIIHSP
ATRAYLKTIRQLDNKSVIDENEHLDKLIFQDAPETNISVPTDTHECKRFILTISQQFSECM
DLALKSLTSGAQQATT

Sinomolgus maymunu IL31RA amino asit sekansi (SEQ ID NO:44)

MMWTWALWMEFPLLCKFGLAALPAKPENISCVYYYRKNLTCTWSPGKETSYTQYTAK
RTYAFGKKHDNCTTSSSTSENRASCSEFFLPRITIPDNYTIEVEAENGDGVIKSDMTCOWR
LEDIAKTEPPEIFSVKPVLGIKRMIRIEWIKPELAPVSSDLKYALRFRTVNSTSWMEVNF
AKNRKDTNQTYNLMGLOQAFTEY VVALRCAVKESKFWSDWSQEKMGMTEEEAPCGL
ELWRVIKPTEVDGRRPVRLLWKKARGAPVLEKTLGYNIWYFPERNNTNLTETVNTTN
QOQLELHLGGESY WVSMISYNSLGKSPVTTLRIPAIQEKSFRCIEVMQACLAEDQLVVK
WOSSALDVNTWMIEWEFPDMDSEHPTLSWESVSQATNWTIQQDKLKPEFWCYNISVYP
MLHDKVGEPYSIQAYAKEGIPSKGPETKVENIGVETVTITWKEIPKSERKGIHCNYTIFY
QAEGOTGFSKTVNSSILOYGLESLKRKTSY TVRVMASTSAGGINGTSINFKTLSFSVEEID
ILITSLIGGGLLILNETVAY GLKKPNKLTHLCOWPSVPNPAESSIATWRGDDFKDKENLK
ESDDSVNTEDRILKPCSTPSDKLVIDKSVVNFGNVLQEMEFTDEARTGQENNLGGEKNI:
NRILSSCPTSI
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Sinomolgus maymunu gp130 amino asit sekansi (SEQ ID NO:46)

MLTLOQTWVVQALFIFLTTESIGELLDPCGYISPESPYVQLHSNFTAVCVLKEKCMDYFL
VNANY IVWKTNHEFTIPKEQY TIINRTASSVTETDISSENIQL TONIL THFGQLEQNVY GITIH
SGLPPEKPRNLSCIVNEGKKMRCEWNRGRETHLETNFTLKSEWATHRKFADCKAKRDT
PTSCTVDYSTVYFVNIEVWVEAENALGKVTSDHINFDPVYKVKPNPPHNLSVINSEELS
SILKLTWTNPSIKSVIRLKYNIQYRTKDASTWSQIPPEDTASTRSSITVQDLKPFTEY VI
RICCMKEDGKGYWSDWSEEANGITY EDRPSKAPSFWYKIDPSHAQGYRTVQIMWKT
LPPFEANGKILDYEVTLTRWKSHLONYTVNDTKLTVNLTNDRYVATLTARNLVGKSD
AAVLTIPACDFQATHPVMDLKAFPKDNMLWVEWTTPRESVEKY ILEWCVLSDKAPCI
ADWQOQLDGTVHRTHLRONLAESKCYLITVTPVY ADGPGSPESIKAY LKQAPPSKGPTYV
RTKKVGKNEAVELEWDQIPVDVQNGFIRNYTIFYRTHONETAVNVDSSHTEYTLSSLTS
DTLYMVRMAAYTDEGOGKDGPEFTFTITPRKFAQGEIEAIVVPVCLAFLLTTLLGVLEFCEN
KRDLIKKHIWPNVPDPSKSHIAQWSPHTPPRHNESSKDOQMYSDGNFTDVSVVEIEAND
KKPFPEDLKSLDLFKKEKINTEGHSSGIGGSSCMSSSRPSISSSDENLESSOQNTSSTVQYST
VVHSGOGYRHQVPSVOQVESRSESTQPLLDSEERPEDLQLVDHVDGSDDILPRQQYTFKQNC
SQUESSPDBISHEERSKQVSSVNEEDFVRLKQOQISDHISQSCGSGEMKMEQEVSAADPIG
PGTEGQVERFETIGMEAAIDEGMPKSYLPQTVROQGGYMPQ

OSMR antijeni baglayici Proteinler

Mevcut bulus, OSMR’yi spesifik colarzk badlayvan antijen badlayica
proteinler sadlar. Antijen badlayici proteinlerin uygulamalara,
OSMR’ yi spesifik olarak baglayan peptitleri ve/veya
polipeptitleri igerir. Bu peptitler veya polipeptitler, istede
gdbre bir veya daha fazla translasyon sonrasi modifikasyonlarin:i
igerebilir. Antijen bagdlavyici proteinlerin uygulamalari, OSMR’yi
spesifik c¢larak baglayan, burada c¢esitli sekilde tanimlanan
antikorlari ve antikor fragmanlarini ig¢erir. Bunlar arasinda,
0OSM ve/veya IL-317in OSMR’ye badlanmasini veya aktive etmesini
inhibe edenler dahil olmak dUzere insan OSMR’yi spesifik olarak
badlavan antikorlar bulunur.

Bulusun antijen badlayici proteinleri, OSMR’ye spesifik clarak
baglanir. Burada kullanildigi sekliyle “spesifik olarak baglar”
ifadesi, antijen baglayici proteinin, dider proteinlerden ziyade
tercihen OSMR’yi bagdladidi anlamina gelir. Bazi uygulamalarda
“spesifik olarak baglar” ifadesi, ©SMR antijeni baglayici
proteinin, dider proteinlere gdére daha vyluksek bir afiniteye
sahip oldudu anlamina gelir. OSMR’ye spesifik olarak badlanan
OSMR antijeni baglayici proteinler, insan OSMR igin 1 =x 1077
M'den daha az veya 1 x 107 M'ye esit, 2 x 1077 M'den daha az veva
2 x 1077 M'ye esit, 3 x 1077 M'den daha az veya 3 x 1077 M'ye esit,
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4 x 1077 M'den daha az veyva 4 x 1077 M'ye esit, 5 x 107 M'den daha
a2z veya 4 x 1077 M'ye egit, 6 x 1077 M'den daha az veya 6 x 1077
M'ye esit, 7 x 1077 M'den daha az veya 7 x 1077 M'ye esit, 8 x
10-7 M'den daha az veva 8 x 1077 M'ye egit,9 x 1077 M'den daha az
veya 9 x 1077 M'ye egit, 1 x 1078 M'den daha az veya 1 x 1078 M'ye
egit, 2 x 10°% M'den daha az veya 2 x 10% M'ye egit, 3 x 10°%
M'den daha az veya 3 x 108 M'yve egit, 4 x 10°% M'den daha az veya
4 x 1078 M'ye esit, 5 x 10-f M'den daha az veva 5 x 1078 M'ye esit,
6 x 1078 M'den daha az veya & x 107% M'ye esgit, 7 x 1078 M'den
daha az veya 7 x 10°% M'ye esit, 8 x 107% M'den daha az veva 8 x
10°8 M'ye egit, 9 x 10°% M'den daha az veva 9 x 10°°% M'ye egit, 1
x 1072 M'den daha az veya 1 x 10° M'ye esit, 2 x 10 M'den daha
az veya 2 x 10°? M'ye egit, 3 x 107 M'den daha az veya 3 x 1077
M've egsit, 4 x 10°° M'den daha az veya 4 x 107 M'ye esit, 5 x
10-? M'den daha az veya 5 x 1072 M'ye esit, 6 x 1077 M'den daha
az veya 6 x 10°% M'ye esit, 7 x 10°? M'den daha az veya 7 x 107°¢
M'ye esit, 8 x 10° M'den daha az veya 8 x 10°°? M've esit, 9 x
1072 M'den daha az veya 9 x 107 M'ye esgit, 1 x 10°!® M'den daha
az veyva 1 x 10719 M'ye egit, 2 x 10719 M'den daha az veya 2 x 10-
10 M'ye esit, 3 x 10719 M'den daha az veya 3 x 10710 M'ye esit, 4
x 10719 M'den daha az wveya 4 x 1071 M'ye esit, 5 x 10710 M'den
daha az veya 5 x 10710 M'ye esit, 6 x 1071° M'den daha az veya 6
x 10710 M'ye esit, 7 x 10719 M'den daha az veya 7 x 10710 M'yve esit,
8 x 10710 M'den daha az veyva 8 x 1071 M've esit, 9 x 10-1° M"den
daha az veya 9 x 10710 M'ye esit, 1 x 10711 M'den daha az wveya 1
x 10711 M'ye esit, 2 x 1071 M'den daha az veya 2 x 107! M'ye esit,
3 x 107 M'den daha az veya 3 x 10! M'ye esit, 4 x 10T M'den
daha az wveva 4 x 1071 M'ye esit, 5 x 1071l M'den daha az veya 5
x 10-1! M'ye esit, 6 x 1071 M'den daha az veya 6 x 1071l M'ye esit,
7 x 10-11 M'den daha az veya 7 x 1011 M'ye esit, 8 x 10°11 M'den
daha az veya 8 = 10711 M'yve esit, 9 x 10-11 M'den daha az veya 9
x 10711 M'ye esit, 1 x 1071 M'den daha az veya 1 x 1077 M'ye esit,
2 x 10712 M'den daha az veya 2 x 10712 M'yve esit, 3 x 10712 M'den
daha az veya 3 x 10712 M'ye esit, 4 x 10712 M'den daha az veya 4
x 10712 M'ye egit, 5 x 10712 M'den daha az veya 5 x 10712 M'ye esit,
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6 x 10712 M'den daha az veya 6 x 10712 M'yve egit, 7 x 10712 M'den
daha az veya 7 x 10712 M'ye esit, 8 x 10712 M'den daha az wveya 8
x 1012 M'ye esit veya 2 x 10712 M'den daha az veya 9 x 10717 M'ye
esit bir badlanma afinitesine sahip olabilir.

Bir antijen baglavyica proteinin baglanma afinitesinin
Olgiilmesine yonelik ydntemler, teknikte iyi bilinir. Afinite
belirlemeye yonelik yaygin olarak kullanilan yéntemler arasinda,
Yizey Plazmon Rezonansi (SPR) (Mcrton ve Myszka “Kinetic
analysis of macromolecular interactions using surface plasmecn
resonance biosensors” Methods in FEnzymology (1998) 295, 268-
294), Biyo-Tabaka Interferometre (Girisimdélger), (Abdiche ve
dig. “Determining Kinetics and Affinities of Protein
Interactions Using a Parallel Real-time Label-free Biosensor,
the Octet” Analytical Biochemistry (2008) 377, 20%-217), Kinetik
Diglama Testi (KinExA) (Darling wve Brault “Kinetic exclusicon
assay technolegy: characterization of molecular interactions”
Assay and Drug Dev Tech (2004) 2, 247-657), izotermal
kalorimetrisi (Pierce ve did. “Isothermal Titration Calorimetry
of Protein-Protein Interacticnsg” Methods (199%9) 19, 213-221) wve
analitik ultrasantrifigisyon {(Lebowitz ve did. “Modem analytical
ultracentrifugation 1in protein sc¢ience: A tfTutorial review”
Protein Science (2002), 11:2067-2079) bulunur. Crnek 5, o&rnek
nitelidinde afinite belirleme vyv&ntemleri sadlar.

Burada ver alan OSMR baglavyica proteinlerin cegitli
uygulamalarina referans vyapildidinda, bunlarin OSMR badlayica
fragmanlarini da kapsadidi anlasilir. Bir OSMR baglayica
fragman, OSMR’ye spesifik olarak badlanma kabiliyetini koruyan
burada tarif edilen antikor fragmanlari veya domenlerinden
herhangi birini icerir. OSMR badlavici fragman, burada tarif
edilen iskelelerden herhangi birinde clabilir.

Belirli terapdtik uygulamalarda bir OSMR antijeni bagdlavyici
proteini, OSM ve/veya IL-31'in OSMR’ye badlanmasini inhibe eder
ve/veya Ornedin OSM ve/Veya IL-31 aracili sinyalleme gibi OSM
ve/veya IL-317in OSMR’vye badlanmasi ile iliskili bir veva daha

fazla bivolojik aktiviteyi inhibe eder. Bu antijen badlayici
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proteinlerin “notrlestirici” oldudu soylenir. Belirli
uygulamalarda nétrlestirici OSMR antijeni badlayici prctein,
OSMR’yi spesifik olarak baglar ve OSM'nin veya IL-31'1in OSMR'ye
baglanmasini %10 ile %100 arasinda herhangi bir cranda, en arz
yvaklasik %20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 4G, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48§,
49, 50, 51, 52, 53,54, 55, 56, 57, 58, 59, &0, 61, 62, &3, &4,
65, 66, ©7, 68, &%, 70, 71, 7z, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 8¢, 87, 88, 89, 20, 91, 9z, 93, 94, 95, 9o,
97, 98, 99 veya daha yiksek bir oranda inhibe eder.

Ornedin, OSMR antijeni baglayici proteinler, antijen badlayici
proteinin OSM’nin ve/veya IL-31’in OSMR' ye baglanmasini
engelleme kabiliyetinin belirlenmesiyle, &rnedin sirasiyla Ornek
2 ve 3'te yer alan insan ve sinomolgus OSMR engelleyici testler
ile nétrlestirme kabiliyeti  bakimindan test edilebilir.
Alternatif olarak OSMR antijeni baglayici proteinler, 0OSM
ve/veya IL-31 aracili biyoloijik islevi &lcen bir analizde, OSMR
antijeni baflayici proteinin wvarlidinin etkisini ©&lgen bir
testte nétrlestirici nétrlestirme kakiliyeti bakimindan test
edilebilir. Orne§in, ©0SM’nin, killtirlenmis si1Jir aortik
endotelyal hiicrelerinde plazminojen aktivatdr aktivitesinin
uyarilmasi, IL-6 ifadesinin insan endotelyal hiicrelerinde
regiilasyonu ve HepGZ2 hiicrelerinde LDL alimi ve hiicre vizeyi LDL
regseptdrlerinin vyukari reglilasyonunun uyarilmasili gibi Dbir
biyolojik vyanit indikleme kabiliyetil. Alternatif olarak, IL-
31’ in deride inflamasycnu indilkleme kabiliyeti.

Antijen Dbaglayici proteinlerin uygulamalari, burada c¢esitli
sekilde tanimlanmisg, bir veyva daha fazla tamamlavicilik
belirleme bdlgesine (CDR’ler) sahip bir iskele yapisini igerir.
Uygulamalar ayrica, agir veya hafif bir veya daha fazla antikor
degisken domenine sahip bir iskele vyapisini igeren antijen
badlayici proteinleri igerir. Uygulamalar arasinda Abl Hafif
Zincir Dedisken Domeni (LCv), Ab2 LCv ve Ab3 LCv (sirasivla SEQ
ID NO:27-29}) arasindan segilen bir hafif zincir dedisken domeni

ve/veya Abl AJir Zincir Dedisken Domeni (HCv), AbZ2 HCv ve Ab3
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HCv {sirasiyla SEQ ID NO:9-11) arasindan sec¢ilen bir adir zincir
degisken domeni ve bunlarin fragmanlarini, tiirevlerini,
muteinlerini ve wvaryantlarini igeren antikorlar bulunur.

SEQ ID NO: 9'un &rnek nitelidinde bir adir zincir dedisken docmen
varyanti, SEQ ID NC:%"da yer alan pozisyon 73'e kargilik gelen
pozisyonda asparagin disinda bir amine asit (6rnedin aspartik
asit) igerir. SEQ ID NO:53'te belirtilen amino asit sekansi, SEQ
ID NO:%9"un bkir adir zincir dedisken domen varvyantina bir
Srnektir.

SEQ ID NO: 10'un ¢rnek niteliginde bir agir zincir degigken domen
varyanti, SEQ ID NO:10'da yer alan pozisyon 737e karsilik gelen
pozisyvonda asparagin disinda bir amino asit (brnedin aspartik
asit) icerir. SEQ ID NO:54'te belirtilen aminc asit sekansi, SEQ
ID NO:10'un bir agir zincir degisken domen wvaryantina bir
drnektir.

Ab1l ILCv idg¢eren &rnek nitelidinde bir hafif =zincir, SEQ ID
NO:24"te Dbelirtilen amino asit sekansini icgeren bir hafif
zincirdir.

AbZ LCv 1igeren Ornek nitelidinde Dbir hafif zincir, SEQ 1ID
NO:25"te belirtilen amino asit sekansini 1¢eren bir hafif
zincirdir.

Ab3 LCv icgeren &rnek nitelidinde bir hafif =zincir, SEQ ID
NO:26"da belirtilen amino asit sekansini iceren bir hafif
zincirdir.

Abl HCv igeren Ornek niteliginde bir air zincir, SEQ ID NO:6'da
belirtilen amino asit sekansini iceren bir adir zincirdir.

Bir Abl HCv varyanti iceren &rnek niteliginde bir agir =zincir,
SEQ ID NO:50'de belirtilen amino asit sekansini iceren bir adir
zincirdir.

Ab2 HCv igeren Ornek niteliginde bir agir zincir, SEQ ID NO:7’de
belirtilen amino asit sekansini igeren bir adir zincirdir.

Bir AbZ HCv wvaryanti iceren &rnek nitelidinde bir agir zincir,
SEQ ID NO:51'de belirtilen amino asit sekansini i¢eren bir agir
zincirdir,

Ab3 HCv igeren Ornek nitelidinde bir adir zincir, SEQ ID NO:8’de
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belirtilen amino asit sekansini igeren bir adir zincirdir.

Bir Ab3 HCv wvaryanti igeren &rnek nitelidinde bir agir zincir,
SEQ ID NO:52'de belirtilen amino asit sekansini igeren bir adir
zincirdir.

Tskelelerin ilave &rnekleri arasinda, bunlarla sinirli kalmamak
Uizere, fibronektin, neckarzinostatin CBM4-2, libokalinler, T
hiicresi reseptdri, protein A domeni (protein Z), Im3, TPR
proteinleri, c¢inko parmadi domenleri, pVIII, kus pankreatik
polipeptidi, GCN4, WW domeni Src homoleoji domeni 3, ©PDZ
domenleri, TEM-1 beta-laktamaz, tiyoredoksin, stafilcockokal
niitkleaz, PHD parmadi domenleri, CL-2, BPTI, APPI, HPSTI, ekotin,
LACI-D1, LDTI, MTI-II, akrep toksinleri, bdcek defensin A
peptidi, EETI-II, Min-23, CBD, PBP, sitokrom b-562, Ldl reseptdr
domenleri, gamma-kristalin, ubikuitin, transferrin ve/veya C tip
lektin benzeri domenler bulunur. Antikor olmayan iskeleler ve
bunlarin terapdtik madde olarak kullanilmalari, Gebauer ve
Skerra, Curr. Opin. Chem. Biocl., 13:245-255 (2002} wve Binz ve
dig., Nat. Biotech., 23(10) : 1257-08 (2005) yayininda
deferlendirilmistir.

Bulusun gorinimleri arasinda, asagidaki dedisken domenleri
igeren antikorlar bhulunur: Akl LCv/Abl HCv (SEQ ID NG:27/S5EQ
ID NO:9), Ab2 LCv/Ab2Z HCv {SEQ ID NO:28/SEQ ID NC:10), 2Ab3
LCv/Ab3 HCv (SEQ ID NO:29/SEQ ID NO:11) ve bunlarin
kombinasyonlari ve ayni zamanda bunlarin fragmanlara,
tiirevleri, muteinleri ve varyantlari.

Ayrica asadidaki dedisken domenleri igeren antikorlar da
bulunur: SEQ ID NO:27/SEQ ID NCO:53; ve SEQ ID NC:28/SEQ ID NO:54.
Mevcut bulusun drnek nitelidindeki antikorlari arasinda Abl (SEQ
ID NO:24/SEQ ID NO:6), Ab2 (SEQ ID NO:25/SEQ ID NC:7) ve Ab3
(SEQ ID NO:26/SEQ ID NO:8) bulunur.

Ilave 6rnek nitelidindeki antikorlar arasinda SEQ ID NO:24/SEQ
ID NO:50; SEQ ID NO:25/SEQ ID NO:51; ve SEQ ID NO:2¢/SEQ ID NO:52
bulunur.

Bir antikor hafif veya adir =zincirin her bir dedisken domeni,

tipik olarak U¢ CDR igerir. AJir zincir dedisken domeni, bir
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adir zincir CDR1 (HCDR1l), bir agir zincir CDRZ (HCDRZ) wve Dbir
agir zincir CDR3 (HCDR3) icerir. Hafif zincir defisken dcmeni,
bir hafif zincir CDR1 (LCDR1l), bir hafif zincir CDRZ (LCDRZ2), ve
bir hafif zincir CDR3 (LCDR3) icerir. Belirli uygulamalarda bir
antijen badglayici protein, burada tarif edilen tercih edilen
dedisken domenleri igerisinde bulunan bir wveya daha fazla CDR
icerir.

CDR &drnekleri arasinda, bunlarla sinirlz clmamak lzere,
asagidakiler bulunur:

Abl LCv'nin CDR’leri: LCDR1 (SEQ ID NC:30), LCDR2 (SEQ ID NO:33)
ve LCDR3 (SEQ ID NO:36);

Ab2 LCv'nin CDR!leri: LCDRI (SEQ ID NC:31), LCDRZ2 (SEQ ID NO:34)
ve LCDR3 (SEQ ID NO:37);

Ab3 LCv'nin CDR’leri: LCDR1 (SEQ ID NGC:3Z2), LCDRZ (SEQ ID NO:35)
ve LCDR3 (SEQ TID NO:38);

Abl HCv/nin CDRfleri: HCDR1 (SEQ ID NC:12), HCDRZ (SEQ ID NO:15)
ve HCDR3 (SEQ ID N0O:18);

AbZ2 HCv'nin CDR’leri: HCDR1 (SEQ ID NC:13), HCDR2 (SEQ ID NO:16)
ve HCDR3 (3EQ ID NO:19); wve

Ab3 HCv'nin CDR’leri: HCDR1 (SEQ ID NC:14), HCDR2 (SEQ ID NO:17)
ve HCDR3 (SEQ ID NO:20).

Baz1 wuygulamalarda antijen badlayici protein asafidakileri
icerir: A) SEQ ID N0:320, 31 ve 32'den olusan gruptan secilen bir
amino asit sekansina sahip bir LCDR1; SEQ ID NC:33, 34 ve 357ten
olusan gruptan seg¢ilen bir amino asit sekansina sahip bir LCDR2
igeren bir polipeptit, &rnedin bir hafif zincir; ve/veya SEQ ID
NO:36, 37 wve 38’den olusan gruptan segilen bir amino asit
sekansina sahip bir LCDR3 iceren bir polipeptit, ©&rnedin bir
hafif zincir; ve/veya B) SEQ ID NO:12, 13 wve 1l4'ten clugan
gruptan se¢ilen bir aminc asit sekansina sahip bir HCDR1; SEQ ID
NO:15, 16 wve 17'den olusan gruptan secilen bir amino asit
sekansina sahip bir HCDR2; ve/veya SEQ ID NO:18, 19 ve 20’den
olusan gruptan secilen bir amino asit sekansina sahip bir HCDR3
igeren bir polipeptit, &rnedin bir adir zincir,.

Belirli uygulamalarda antijen badlayici protein, A} Abl ILCv, AbZ
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LCv ve Ab3 LCv’'nin herhangi birinin LCDR1, LCDRZ wve LCDR37uni
igceren bir hafif zincir amino asit sekansi ve B) Abl HCv, AbZ
HCv ve Ab3 HCv'nin herhangi birinin HCDR1, HCDRZ wve HCDR3finil
igeren bir adir zincir amino asit sekansini igerir.

Belirli uygulamalarda CDR' ler, burada belirtilen 6rnek
nitelidinde bir CDR’den en fazla kir, en fazrla iki, en fazla ug,
en fazla ddrt, en fazla bes veya en fazla alti amino asit
eklemesi, silmesi veva ornatmasi icerir.

Bulusun goérinimleri arasinda, SEQ ID NO:27, 28 ve Z9%'dan olusan
gruptan sec¢ilen bir hafif zincir dedisken domeni igeren
antikorlar bulunur., Bulusun g&riniimleri arasinda, SEQ ID NO:9,
10 ve 1l'den olusan gruptan secilen bir adir zincir dedisken
domeni igeren antikorlar bulunur. Bulusun dider gdriiniimleri
arasinda, A) SEQ ID NO:27, 28 ve 29'den olusan gruptan segilen
bir hafif zincir degisken domeni ve B) SEQ TID NO:9, 10 ve 11'den
olusan gruptan sec¢ilen agir =zincir dedisken domeni igeren
antikorlar bulunur.

Bulusun antikcorlari, teknikte bilinen herhangi bir sabkit bdlge
igerebilir. Hafif zincir sabit bdlgesi, &drnedin, bir kappa veya
lambda tipi hafif zincir sabit bdlgesi, Ornedin bir insan kappa
veya lambda tipil hafif zincir sabit bdélgesi colabilir. Adir zincir
sabit bélgesi, Srnedin bir alfa, delta, epsilon, gamma veya mu
tipi adir zincir sabit bdédlgesi, &rnedin bir insan zlfa, delta,
epsilon, gamma veya mu tipi adir zincir sabit bdlgesi olabilir.
Bir uygulamada hafif ve adir zincir sabit bdlgesi, dogal olarak
olusan bir sabit bdlgenin bir fragmani, tirevi, wvaryanti veya
muteinidir.

Mevcut bulusun gdrinimleri arasinda, en fazla bir, en fazla iki,
en fazla ¢, en fazla doért, en fazla bes, en fazla alti, en fazla
yvedi, en fazla sekiz, en fazla nin veya en fazla on aming asit
eklemesi, silmesi veya ornatmasina sahip SEQ ID NO:27, 28 ve
29'dan colusan gruptan secgilen bir hafif zincir dedisken bélgesi
igeren antikorlar bulunur. Mevcut bulusun gdrinimleri arasinda,
en fazla bir, en fazla iki, en fazla {ig, en fazla dért, en fazla

bes, en fazla alti, en fazla yedi, en fazla sekiz, en fazla nin
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veya en fazla on aminc asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina
sahip SEQ ID NO:9, 10 ve ll'den olusan gruptan se¢ilen bir agir
zincir dedisken bolgesi iceren antikorlar bulunur. Mevcut
bulusun baska gdriinimleri arasinda, A) en fazla bir, en fazla
iki, en fazla Ug, en fazla dort, en fazlz beg, en fazla alta,
en fazla yedi, en fazla sekiz, en fazla nin veya en fazla on
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina sahip SEQ ID NO:27,
28 ve 2%9'dan olugan gruptan secgilen bir hafif zincir dedisken
bdlgesi ve B) en fazla bir, en fazla iki, en fazla Ug, en fazla
dért, en fazla bes, en fazla alti, en fazla yedi, en fazla sekiz,
en fazla nin veya en fazla on amino asit eklemesi, silmesi veva
ornatmasina sahip SEQ ID NG:9, 10, wve 1l'den olusan gruptan
segilen bir adir zincir dedisken bdlgesi igeren antikorlar
bulunur.

Bir varyasyonda antijen baglayici protein, SEQ ID NO:27, 28 ve
297dan olusan gruptan seg¢ilen amino asit sekansinin bir hafif
zincir defisken bdlgesine en az %80, en az %81, en az %82, en
az %83, en az %84, en az %85, en az %86, en az %87, en az %88,
en az %89, en az %90, en az %91, en az %92, en az %93, en az
%94, en az %95, en az %96, en az %97, en az %98 veva en az %99
dzdes ¢lan bir amino asit sekansini igerir. Baska bir varyasyonda
antijen baglayici protein, SEQ ID N0O:9, 10 wve 1l’dan olusan
gruptan secilen amino asit sekansinin bir adir zincir dedisken
bélgesine en az %80, en az %81, en az %82, en az %83, en az %84,
en az %85, en az %86, en az %87, en az %88, en az %89, en a:z
%90, en az %91, en az %92, en az %93, en az %94, en az %95, en
az %96, en az %97, en az %98 veya en az %99 6zdes olan bir amino
asit sekansini icerir. Yine basgka bir uygulama antijen badlavici
protein, A) SEQ ID NO:27, 28 ve 297dan olusan gruptan segilen
bir amino asit sekansinin bir hafif zincir degisken bdlgesine en
az %80, en az %8l, en az %82, en az %83, en az %84, en az %85,
en az %86, en az %87, en az %88, en az %89, en az %90, en az
%91, en az %92, en az %93, en az %94, en az %95, en az %96, en
az %97, en az %98 veya en az %99 Ozdes bir amino asit sekansa

ve B) SEQ ID NO:39, 10 wve 1l'den gruptan seg¢ilen bir amino asit
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sekansinin bir adir =zincir dedisken bélgesine bir aminc asit
sekans olan 1is en az %80, en az %8l, en az %82, en az %83, en
a2z %84, en &z %85, en az %86, en az %87, en az %88, en az %89,
en az %90, en az %91, en az %92, en az %93, en az %94, en az
%95, en az %96, en az %97, en az %98 veya en az %99 Ozdeg bir
amino asit sekansini icgerir.,

SEQ ID NO:9 ile yukarida tanimlanan sekilde sekans iliskisine
sahip bir agir =zincir dedisken domeni iceren O0OSMR antijeni
baglayici proteinler, istede gére SEQ ID NO:8'da pozisyon 73'e
karsilik gelen pozisyonda asparagin disinda bir amino asit
(6rnedin aspartik asit) icgerebilir. BRoévle uygulamalarda adair
zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID NO:53"te belirtilen
amino asit sekansini igerir.

SEQ ID NO:10 ile yukarida tanimlanan sekilde sekans iliskisine
sahip bir agir =zincir dedisken domeni idigeren OSMR antijeni
badlayici proteinler, istede gdre SEQ ID NO:10’da pozisyon 737e
karsilik gelen pozisyonda asparagin disinda bkir amino asit
(drnedin aspartik asit) igerebilir. Bdyle uygulamalarda adair
zincir dedisken domeni, istefe gdre SEQ ID NO:54"tTe belirtilen
amino asit sekansini icgerir.

Belirli uygulamalarda antijen badlayici protein, bir hafif
zincir ve/veya agir zincir CDR3 icerir. Bazi uygulamalarda
antijen balayici protein, SEQ ID N0GS:36, 37, 38, 18, 19 ve 207de
belirtilen sekans grubundan se¢ilen bir amino asit sekansi
icerir. Belirli uygulamalarda sdz konusu amino asit sekansi, SEQ
ID NO:36, 37, 38, 18, 1% wve 20'de belirtilen bir ©&zrnek
nitelidinde sekanstan en fazla bir, en fazla iki, en fazla g,
en fazla diért, en fazla bkes wveva en fazla alti amino asit
eklemesi, silmesi wvevya ornatmasi igerir. Dolayisivla mevcut
bulusun uygulamalari, SEQ ID NO:36, 37, 38, 18, 19 ve 20'de
belirtilen sekans grubundan sec¢ilen bir amino asit sekansina en
az %80, en az %81, en az %82, en az %83, en az %84, en az %85,
en az %860, en az %87, en az %88, en az %89, en az %90, en az
%91, en az %92, en az %93, en az %94, en az %95, en az %96, en

az %97, en az %98 wveya en az %99 &zdes olan bir amino asit
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sekansi icerir.

Belirli wuygulamalarda antijen baglayici protein, bir hafif
zincir wve/veya agir zincir CDR2Z igerir. Bazi uygulamalarda
antijen badlayici protein, SEQ ID N0S:33, 34, 35, 15, 16 ve 17'de
belirtilen sekans grubundan segilen bir aminc asit sekansa
igerir., Belirli uygulamalarda sdz konusu amino asit sekansi, SEQ
ID N0:33, 34, 35, 15, 16 we 17'de belirtilen bir &rnek
niteliginde sekanstan en fazla bir, en fazla iki, en fazla flc,
en fazla ddrt, en fazla begs veya en fazla alti amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatmasi ig¢erir. Dolayisiyla mevcut
bulusun uygulamalari, SEQ ID N©C:33, 34, 35, 15, 16 wve 17'de
belirtilen sekans grubundan sec¢ilen bir amino asit sekansina en
az %80, en az %81, en az %82, en az %83, en az %84, en az %85,
en &z %Bb, en az %87, en az %88, en az %89, en az %90, en az
%91, en az %92, en az %93, en az %94, en az %95, en az %96, en
az %97, en az %98 wveya en az %99 &zdes colan bir amino asit
sekansi icerir.

Belirli uygulamalarda antijen baglayici protein, bir hafif
zincir wve/veyva adir zincir CDR1 igerir. Bazli uygulamalarda
antijen baglayici protein, SEQ ID N0S:30, 31, 32, 12, 13 ve 14’de
belirtilen sekans grubundan se¢ilen bir amino asit sekansi
igerir. Belirli uygulamalarda s&z konusu amino asit sekansi, SEQ
ID N©:30, 31, 32, 12, 13 wve 14'7te belirtilen bir &rnek
nitelidinde sekanstan en fazla bir, en fazla iki, en fazla g,
en fazla dort, en fazla bes wveya en fazla alti amino asit
eklemesi, silmesi wveya ornatmasi 1icerir. Dolayisiyla mevcut
Pulusun uygulamalari, SEQ ID NO:30, 31, 32, 12, 13 wve 1l4d'te
belirtilen sekans grubundan sec¢ilen bir amino asit sekansina en
az %80, en az %8l, en az %82, en az %83, en az %84, en az %85,
en az %86, en az %87, en az %88, en az %89, en az %90, en az
%91, en az %92, en az %93, en az %94, en az %95, en az %96, en
az %97, en az %98 wveya en az %99 OSzdes olan bir aminc asit
sekans1i icgerir.

Mevcut bulusun antijen badlayici proteinleri, sirasiyla insan ve

monoklonal antikorlara, bispesifik antikorlari, diakorlar,

31



10

15

20

25

30

35

minikorlar, domen antikorlara, gsentetik antikorlara (bazen
“antikor mimetikleri” olarak da adlandirilir), kimerik
antikorlari, antikor filizycnlari (bazen “antikor konjlgatlarai”
olarak da adlandirilir} wve bunlarin fragmanlari dahil olmak
Uzere geleneksel antikorlarin iskelelerini icerir. Cesitli CDR
kombinasyonlari dahil olmak iizere yukarida tarif edilen CDR’ler,
asadidaki iskelelerin herhangi birine asilanabilir.

Burada kullanildidi seklivle “antikor” terimi, vukarida cesitli
sekilde tarif edilen bir antijene spesifik olarak badlanan bir
veya daha fazla polipeptit =zingirini iceren monomerik vwvevya
multimerik proteinlerin ¢egitli formlarini ifade eder., Belirli
uygulamalarda antikorlarz, rekombinant DNA tekniklerivle
tiretilir. Ilave uygulamalarda antikorlar, deo§al olarak olusan
antikorlarin enzimatik veya kimyasal bdlinme ile diretilir. Baska
bir uygulamada s&z konusu antikor, a) bir insan antikor; b) bir
insanlastirilmis antiker; ¢) bir kimerik antikoru; d) bir
monoklonal antikoru; e) bir poliklonal antikoru; f) bir
rekombinant antikoru; g) bir antijen badlayici fragmani; h) bir
tek zincirli antikor; i) bir divakor; j) bir triakor (triabody),
k} bir tetrakor (tetrabody), 1) bir Fab fragmani; m) bir F(ab’):
fragmani, n) bir IgA antikoru, ¢} bir IgD antikoru, p) bir IgE
antikoru, q) bir IgGl antikoru, r) bir IgG2 antikoru, s) bir
IgG3 antikoru, t) bir IgG4d antikoru wve u) bir IgM antikorundan
olusan gruptan secgilir.

Bir dedisken bdlge veya domen, bir c¢erceve bdlgesi (belirtilen
cerceve bdlgeleri FR1, FR2, FR3 ve FR4) i¢ine gdmilmiis en az ii¢
adir veya hafif zincir CDR icerir. Kabat ve dig., 1991, Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Public Health Service
N.I.H., Bethesda, MD. Geleneksel antikor vapisal birimleri,
tipik olarak bir tetramer igerir. Her bir tetramer, tipik clarak
iki ozdes ¢ift polipeptit zincirinden olusan ve her ¢ift, bir
“hafif” wve bir “agir” zincire sahiptir. Her bkir zincirin amino
u¢ kismi, esas olarak antijen tanimadan sorumlu yaklasik 100 ila
110 vevya daha fazla amino asitlik bir defisken bélgeyi igerir,

Her bir =zincirin karboksi ucg kismi, 0oSncelikli olarak efektdor
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fonksiyonundan sorumlu bir sabit bdélgeyi tanimlar. Insan hafif
zincirler, kappa veya lambda hafif zincirleri olarak
siniflandirilair. AJir =zincirler mu, delta, gamma, alfa veya
epsilon olarak siniflandirilir ve antikorun izotipini sirasiyla
IgM, IgD, IgG, IgA ve IgE olarak tanimlar. IgG, bunlarla sainirla
olmamak izere TgGl, IgG2, IgG3 ve IgG4 dahil birkac¢ alt sinifa
sahiptir. IgM, bunlarla sinirli olmamak lizere IgMl ve IgMZ dahil
zlt siniflara sahiptir. Mevcut bulusun uygulazmalari arasinda,
antikorun, bulusun antijen baglayici proteinlerinin bir dedisken
domenini wveya CDR’sini i¢eren tium siniflari: ve alt siniflara
bulunur,

Ornedin develerde ve lamalarda bulanan dodal olarak olusan bazi
antikorlar, iki adir zincirden olusan dimerlerdir ve hig¢ hafif
zincir igermez. Mevcut bulug, OSMR’ye baglanabilen, 1iki adair
zincirden olusan dimerik antikorlari ve bunlarin fragmanlarini
kapsar.

AJir wve hafif zincirlerin dedisken bdlgeleri tipik olarak g
asiri dedisken bdlge ile, baska bir deyisle tamamlayicailik
belirleme bolgeler veya CDR’ler 1ile Dbirlestirilen nispeten
korunmus c¢ergeve bdlgeleri ile ayni genel vyapiyi sergiler.
CDR’ ler, birincil olarak antijen tanima ve baglamadan
sorumludur. Her bir ¢iftin iki =zincirinden gelen CDR’ler,
cerceve bdlgeleri ile hizalanir ve bdylece spesifik bir epitopa
baglanir. N ucundan C ucuna kadar hafif ve adir zincirin her
ikisi FR1, C¢CDR1, FRZ, CDR2Z2, FR3, CDR3 ve FR4 domenlerini
olusturur. Amine asitlerin her bir domene atanmasi, Kabat
tanimlamalarina uygundur.

CDR’ler, antijen badlanmasi i¢in ana vylzey temas noktalarini
olusturur. CDR3 veya hafif zincir ve &zellikle adir zincirin
CDR3’1, hafif ve adir zincir dedisken Dbdlgelerindeki antijen
baglanmasinda en onemli determinantlari olusturabilir. Bazi
antikorlarda adir zincir CDR3, antijen ve antikor arasindaki ana
temas alanini olusturdudu gérilir. Sadece CDR3'Un dedistidi in
vitro segim sgemalari, bir antikcrun badlanma d&dzelliklerini

dedistirmek we hangi kalintilarin bir antijenin badlanmasina
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katkida bulundudunu belirlemek igin kullanilabkilir.

Dogal olarak olusan antikorlar tipik olarak, antikoru protein
salgilamasi ic¢in hiicresel yolada y&nlendiren ve tipik clarak
matiir antikorda bulunmavan bir sinyal sekansinil igerir. Bulusun
bir antikorunu kodlayan bir polinikleotit, asgagida tarif
edildigi gibi dodal olarak olusan bir sinyal sekansini veyva
heterolog bir sinyal sekansini kodlavyabilir.

Bir uygulamada antijen badlavici protein, burada tarif edilen
bir ila alti ornek nitelidindeki CDR igeren bir antikordur.
Bulusun antikorlari, TgM, TgG (IgGl, TIgG2, TgG3, IgG4 dahil),
IgDh, TIgA veya IgE antikoru dahil olmak lizere herhangi bir tipte
olabilir. Spesifik bir uygulamada antijen badlavici protein, bir
IgG tip antikor, &rnedin bir IgGl antikorudur.

Baz:1 uygulamalarda, &rnedin sdz konusu antijen badlavica
proteinin bitin adir ve hafif zincirlere sahip bir antikor ¢lmasa
durumunda, CDR’lerin tTuimili ayni tiirden, &rnedin insandan elde
edilir. Alternatif olarak, &rnedin antijen baglayici proteinin
yukarida belirtilen sekanslardan alti CDR'den daha azinzi
igermesi durumunda, ilave CDR'ler, difer tirlerden elde
edilebilir veya Ornek nitelidindeki sekanslarda belirtilenlerden
farkli insan CDR’leri clabilir. Ornedin, burada tanimlanan uygun
sekanslardan HCDR3 ve LCDR3 bdlgeleri, alternatif tirlerden veya
farkla insan antikor sekanslarindan veya bunlarin
kombinasyonlarindan istede gdre segilen HCDR1, HCDRZ, LCDR1 wve
LCDR2 ile kullanilabilir. Ornedin bulusun CDR’leri, tiecari
olarak 1lgili kimerik we 1insanlastirilmis antikorlarin CDR
bélgelerinin yerini alabilir.

Spesifik uygulamalarda, insan bilesenleri olan antijen badlavica
proteinlerin iskele bilesenleri kullanilir. Ancak baz1
uygulamalarda sdz konusu iskele pbilegenler, farkli tiirlerden bir
karisim olabilir. Bu sekilde antijen badlayici proteinin bir
antikor olmasi durumunda, sdz konusu antikor bir kimerik antikor
ve/veva insanlastirilmis antikor olabilir. Genel olarak “kimerik
antikorlar” wve “insanlastirilmis antikorlar”, birden fazla

tiirden bélgeleri birlestiren antikorlari ifade eder. Ornedin
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“kimerik antikorlar” geleneksel olarak bir fareden (veya bkazi
durumlarda sicandan) dedisken bdlge(ler) veya bir insandan sabit
bdlge(ler) icgerir.

“Yinsanlastirilmis antikorlar” genellikle, insan antikcrlarinda
bulunan sekanslar ig¢gin dedJisken domen c¢cergeve bhilgeleri
dedistirilmis insan olmayan antikcrlari ifade eder.

Genel clarak insanlastirilmis bir antikorda, bir veya daha fazla
CDR disinda tim antikor, bkir insan ké&kenli polinlkleotit
tarafindan kodlanir ve bir veya daha fazla CDR'de olmasi disinda
bhéyle bir antikora dzdestir. Bir kismi veya tamami insan ¢lmayan
bir organizmadan gelen nilkleik asitler tarafindan kodlanan ve
zglilliigll agilanan CDRfler tarafindan belirlenen CDR’ler, bir
antikor oclusturmak {izere bir insan antikor dedisken b&lgesinin
beta-vaprak gergevesine asilanir. Bu tiur antikorlarin
olusturulmasi, WO 92/11018, Jones 1986, Nature 321:522-525,
Verhoeyen ve dig., 1988, Science 239:1534-1536 vyayininda tarif
edilir. Insanlastirilmis antikorlar ayrica, genetidi
degistirilmisg bir bagisiklik sistemine sahip fareler
kullanilarak da olusturulakilir {Rogue Ve dig., 2004,
Bictechnol. Prog. 20:635-654) . Burada tarif edilen &rnek
niteligindeki uygulamalarda, tanimlanan CLCR' lerx, insan
kékenlidir ve Dbu nedenle bu baflamda hem insanlastirilmis ve
kimerik antikorlar bazi insan olmayan CDR’leri igerir; Ornedin
farkli bir tir kékenden baska bir veya daha fazla CDR bdlgesine
sahip HCDR3 wve LCDR3 Dbdlgelerini dg¢eren insanlastirilmis
antikorlar colusturulabilir.

Bir uygulamada OSMR antijeni badlayici protein, multispesifik
bir antikor ve o&zellikle ™“diakcrlar” olarak da adlandirilan
bispesifik bir antikordur. Bunlar, tek bir antijen lUzerinde iki
veya daha fazla farkli antijene veya farkli epitoplara baglanan
antikorlardir. Belirli uygulamalarda bir bkispesifik antikor,
OSMR’yi ve bir insan efektér hicresi (Srn. T hilcresi) lzerinde
bir antijeni badlar. Bu antikorlar, bir efektdr hilcre yanitinin
OSMR ifade eden hiicrelere, &rnedin OSMR ifade eden bir timér

hiicresine karsi hedeflenmesinde faydalidir. Tercih edilen
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uygulamalarda insan efektér hilcre antijeni, CD3’tir. U.S. Pat.
No. 7,235,641. Bispesifik antikorlarin vyapilmasina yonelik
yontemler teknikte bilinir. Bu ydéntem, &rnedin bir hiicrede
birlikte ifade edildiginde agir zincirlerin heterodimer
olusumunu kolaylagtiran “topuzlar” ve “delikler” olugturmak igin
agir zincirlerin Fc¢ kisminin tasarlanmasinil igerir. U.S.
7,695,963, Baska Dbir vyéntem ise adir zincirin Fc kisminin
tasarlanmasinl icerir; ancak sdz konusu yontemde, bir hiicrede
birlikte ifade edildiginde adir zincirlerin homodimer olusumunu
zorlastirirken heterodimer olusumunu desteklemek igin
elektrostatik yonlendirme kullanilir., WO 09/089.004.

Bir uygulamada OSMR antijeni badlavici proctein, bir minikordur.
Minikorlar, bir CH3 domenine birlestirilmis bir scFv iceren
kilgiiltilmliis antikor benzeri proteinlerdir (Hu ve dig., 1990,
Cancer Res. 56:3055-3061).

Bir uygulamada OSMR antijeni badlayici protein, bir domen
antikorudur, bkz. orn. U.S. FPatent No. 6,248,516. Domen
antikorlari (dAb’ ler), antikorlarin fonksiyonel baglanma
domenleridir ve insan antikorlarinin agir (VH) wvevya hafif (VL)
zincirlerinin dedisken bolgelerine karsilik gelir. dAB’ ler,
vaklasik 13 kDa'lik bir molekiiler adirlida veya tam bir antikorun
onda birinden daha az bir molekiiler agirliga sahiptir. dAB' ler,
bakteri, mayva ve memeli hiicre sistemleri dahil cesitli
konaklarda 1yi ifade edilir. Ek olarak dAb’'ler, oldukca
stabildir ve dondurarak kurutma wveya 1s1 denatiirasyonu gibi
zorlu kosullara maruz kaldiktan sonra bile aktivitesi korur.
Bkz. &rn. US Patent 6,291,158; 6,582,915; 6,593,081, 6,172,197;
US Seri No. 2004/0110941; Avrupa Patenti 0368684; US Patent
6,696,245, WO04,/058821, WC04/003019 ve WO03/002609.

Bir uygulamada OSMR antijeni baglayici proteini, bir antikor
fragmanidir, baska bir deyisle, OSMR’ye baglanma &zgulliduni
koruyan, burada belirtilen antikorlardan herhangi birinin bir
fragmanidir. Cesitli uygulamalarda antikor badlavici proteinler,
bunlarla sinirli olmamak lizere, bir F{ab), F(ab'}, F{ab'):, TIv

veya tek zincirli Fv fragmanlarini icerir. Burada ifade edilen
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sekilde bir antikocr, en azindan, bir veya daha fazla CDR gibi
bir hafif ya da adir zincir dedisken bélgesinin tamamini veya
bir kismini igeren OSMR’ye spesifik olarak badlanabilen bir
polipeptidi icerir.

OSMR badglayici antikor fragmanlarinin dider &ornekleri arasinda,
bunlarla sinirli c¢lmamak Uzere, (1) VL, VH, CL wve CHI1
domenlerinden olusan Fab fragmani, (ii) VH wve CH1l domenlerinden
olusan Fd fragmanazi, (iii) bir tek antikorun VL ve VH
demenlerinden olugsan Fv fragmani; (iv) tek bkir dediskenden
olusan dAk fragmani (Ward ve dig., 1989, Nature 341:544-54%),
(v) 1izole edilmis CDR bdélgeleri, (vi) F(ab'), fragmanlara,
baglantili iki Fab fragmani iceren bir bivalent fragman (vii)
bir VH domeni ve bir VL domeninin, iki domenin bir antijen
baglanma alani olusturmak izere birlesmesini sadlayan bir peptit
baglayic1i 1ile baglandigi tek zincirli Fv molekiilleri (scFv),
(Bird ve did., 1988, Science 242:423-426, Huston ve dig., 1988,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883), (viii) bispesifik
tek =zincirli Fv dimerleri (PCT/US92/09965) ve {1ix) gen
fiuzyvonlari ile clusturulan "dizkorlar" wveya “trikorlar”,
multivalent wve multispesifik fragmanlar (Tomlinson et. ai.,
2000, Metheds Enzymol. 326:461-479; WO094/13804; Holliger ve
dig., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-¢448) bulunur.
Antikor fragmanlari modifiye edilebilir. Ornedin molekiiller, VH
ve VL domenlerini baflavan disilfid képrilerin dahil edilmesivyle
stabilize edilebilir (Reiter ve did., 1996, Nature Biotech.
14:1239-1245), Mevcut bulusun goriinlimleri arasinda, bu
fragmanlarin CDR olmayan bilesenlerinin insan sekanslari coldudu
uygulamalar bulunur.

Bir uygulamada OSMR antijeni badlavici protein, tamamen insan
antikordur. Yukarida belirtildidi sekliyle bu uygulamada,
spesifik yapilar, CDR bdlgelerini igerecek gsekilde tasvir edilen
tam afir ve hafif zincirleri icerir. 1Ilave uygulamalarda,
bulusun bkir vevya daha fazla CDR’si ile birlikte diger insan
antikorlarindan elde edilen diger CDR'ler, gerceve bdlgeleri, J

ve D bélgeleri, sabit bdlgeler ve benzerleri kullanilir. Ornedin
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bulusun CDR’leri, herhangi bir sayida insan antikorunun,
bzellikle ticari olarak ilgili antikorlarin CDR'leri
degistirilebilir.

Tek zincirli antikorlar, bir amino asit kopriisi (kisa peptit
baglayici) araciligiyla agair ve hafif zincir dedigken domeninin
(Fv bdlgesi) baflanmasiyla clusturulabilir ve tek bir polipeptid
zinciri ortaya c¢ikar. Bu tek zincirli Fv/ler (sciv’/ler), Dbir
peptit lkaglavicivi kedlayan DNA' nin iki dedisken  domen
polipeptitlerine (VL ve VH) KAYNASTIRILMASIYLA HAZIRLANMISTIR. Ortava
cikan pelipeptitler, antijen badlayici monomerleri olusturmak
igin kendileri f{izerine katlanabilir wvevya 1iki dedisken domen
arasindaki esnek bir badglayicinin uzunluduna badlari olarak
multimerler (5rn. dimerler, trimerler veya tetramerler)
olusturabilir (Kortt ve did., 1997, Prot. Eng. 10:423; Kortt ve
dig., 2001, Bicmol. Eng. 18:95-108). Farklil VL ve Vg icgeren
polipeptitleri Dbirlestirilerek farkli epitoplara badlanan
multimerik scPv’ler olusturulabilir (Kriangkum ve dig., 2001,
Biomol. Eng. 18:31-40). Tek zincirli antikorlarain olusturulmasi
i¢in gelistirilen teknikler arasinda U.3. Patent Neo. 4,946,778;
Bird, 1988, S3Science 242:423; Huston ve did., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879; Ward ve dig., 1989, Nature 334:544, de
Graaf ve did., 2002, Methods Mcl Biol. 178:379-87 yayinlaranda
tarif edilen teknikler bulunur. Burada sadlanan antikorlardan
tiiretilen tek zincirli antikorlar (Abl LCv/Abl HCv (SEQ 1ID
NO:27/SEQ ID NO:9), Ab2 LCv/Ab2 HCv (SEQ ID NO:28/SEQ ID NO:10)
ve Ab3 LCv/Ab3 HCv (SEQ ID NO:29/SEQ ID NO:11 dedisken domen
kombinasyonlarini igeren scFv’fler dahil ancak bunlarla sinirlz
olmamak t{zere) wve bunlarin kombinasyvonlari mevcut bulusun
kapsami dahilindedir. Ornek niteligindeki tek zincirli
antikorlar arasinda, dedisken domen kombinasyonlari SEQ 1ID
NO:27/SEQ ID NO:53 ve SEQ ID NC:28/SEQ ID NO:54 bulunur.

Bir wuygulamada OSMR antijeni badlayici protein, bir antikor
flizyon proteinidir (burada bazen “antikor konjigati” olarak da
adlandirilir). Konjligat partneri, proteinli weya proteinsiz

olabkilir; proteinli clanlar genellikle antijen badlayici protein
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ve keonjlgat partneri lUzerindeki fonksiyonel gruplar kullanilarak
olusturulur. Belirli uygulamalarda antikor, proteinli olmayan
bir kimyasala (ilaca) konjige edilir wve bir antikor ilac
konjiigati olusturulur.

Bir uygulamada OSMR antijeni badlayica protein, “sentetik
antikorlar” olarak da adlandirilan bir antikor analodudur.
Ornedin cesitli calismalarda, alternatif protein iskeleleri veya
agilanan CDR’ lere sahip vapay iskeleler kullanilair. Bu
iskeleler, bunlarla sinirli kalmamak izere, baglayici procteinin
i¢ boyutlu yvapisini stabilize etmek lizere uygulanan mutasyonlari
ve ayni zamanda o6rnedin biyouyumlu polimerlerden olusan tamamen
sentetik iskeleleri icerir. Bkz. &rn. Korndorfer ve dig., 2003,
Proteins: Structure, Functicn, and Bioinformatics, Cilt 53, Saya
1:121-129. Roque ve did., 2004, Biotechnol. Prog. 20:6389-654. Ek
olarak peptit antikor mimetikleri (“PAM'ler”) ve ayrica bir
iskele olarak fibroneksiyon bilegenlerinin kullanildigdr antikor
mimetiklerine dayali calisma kullanilabilir.

Burada kullanildidi sekliyle “protein” terimi 1ile proteinler,
polipeptitler, oligopeptitler ve peptitler ig¢eren, kovalent
olarak bagli en az ikl amino asit kastedilir. Bazi uygulamalarda,
kovalent olarak badli iki veya daha fazla amino asit, bir peptit
bad: ile badlanir. Protein, &rnedin proteinin asadida agiklanan
sekilde ifade sistemlerinin ve konak hiicrelerinin
kullanilmasiyla rekombinant olarak clusturulmasi durumunda dodal
olarak olusan amino asitlerden ve peptit badlarindan olugabilir.
Alternatif olarak protein, proteaza veya difer fizycolelik
ve/veya saklama kosullarina direng gosterebilen sentetik amino
asitleri (6rn. homeofenilalanin, sitrullin, ornitin ve norldsin)
veya peptildomimetik vapilari, baska bir deyigsle “peptit vevya
protein analoglari”, o&rnedin peptoidler (bkz. Simon ve dig.,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S5.A. B89:9367) icerebilir. Bu
sentetik amino asitler, oOzellikle antijen badlayici proteinin,
teknikte diyi bilinen gelensksel vydntemler voluyla in vitro
sentezlenmesi durumunda dahil edilebilir. Bunlara ek olarak,

peptidomimetik, sentetik ve dogal olarak clusan
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kalintilar/vapilardan olusan herhangi bir kombinasyon da
kullanilabilir. “Amino asit” ayrica, prolin ve hidroksiprolin
gibi imino asit kalintilarini igerir. Amino asit “R grubu” wveya
“yan zinciri”, (L)} veya (S) konfiglUrasyonuna sahip olabilir.
Spesifik  bir uygulamada amino asitler, (L) veva (s)
konfigirasyonuna sahiptir.

Belirli gérinimlerde mevcut bulug, rekombinant antijen badlayici
proteinler sadlar wve s&z konusu antijen badlavici protein,
OSMR’yvi ve bazi uygulamalarda rekombinant bir insan OSMR’yi veva
bunun bir kismini baglayan bir antikordur. Bu baglamda bir
“rekombinant protein” teknikte bkilinen her tirlii teknik ve
yvontem kullanilarak, bagska bir deyisle burada tarif edilen
sekilde rekombinant Dbir niikleik asidin ifadesi vyoluyla,
rekombinant teknikler kullanilarak olusturulmus herhangi bir
proteindir. Rekombinant proteinlerin {retilmesine yénelik
yontemler ve teknikler, teknikte iyi bilinir. Bulusun
uygulamalari arasinda rekombinant antikor badlavici proteinler
bulunur ve antijen baglayici protein, yabani tip OSMR ve bunun
varyvantlarini bzadlavyan bir antikordur.

“Esas olarak ...den/dan olusgsan” ifadesi, amino asit sekansinin
SEQ ID NO: sekansinda belirtilenlere gére vyaklasik %1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, g, g, 10, 11, 1z, 13, 14 wveya %15 oraninda
defisebildidini wve bivyolojik aktivitesini hala koruyabildidini
ifade eder.

Baz1 uygulamalarda bulusun antijen baglayici proteinleri, izole
edilmis proteinler veya blylik &lgide saf proteinlerdir. “Izole
edilmis” Dbir protein, normalde dogal haliyle Dbirlestidi
materyalin en azindan bir kismini, drnedin belirli bir numunede
toplam proteinin adirlikca en az yaklagik %5'ini veyva en az
yvaklasik %507sini o¢lusturan bir kismini beraberinde getirir.
izole edilmis proteinin, kosullara badli olarak toplam protein
igeridinin  adirlikca & 5 ila 99,9'unu  olusturabildigi
anlasilmalidir. Ornedin protein, indiklenebilir bir promotdr
veya vyilksek ifade promotdrinin kullanilmasi vyoluyla &nemli

S5lcliide  vyiiksek  konsantrasyonda olusturulabilir wve Dbovlece
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protein, vyiuksek konsantrasyon seviyelerinde olusturulabilir.
Tanim, teknikte bilinen ¢ck ¢esitli corganizma ve/veya konak
hiicrede bir antijen badlayici proteinin Uretilmesini igerir.
Amino asit sekanslari soéz konusu oldudunda sekans ozdesligi
ve/veya benzerligi, tercihen wvarsayilan avyarlar kullanilarak
bunlarla sinirli olmamak izere Smith wve Waterman, 1981, Adv.
Appl. Math. 2:482 vyayininda yer alan lckal sekans Ozdesligi
algoritmasi, Needleman ve Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443
vayininda vyer alan sekans &zdegligli hizalama algoritmasai,
Pearson ve Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad., Sci. U.S.A. 85:2444
yvayininda vyer alan benzerlik arama metodu, bu algoritmalarin
bFilgisayarli uygulamalari (the Wiscensin Genetics Softwazre
Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wis.’te GAP, BESTFIT, FASTA ve TFASTA), Devereux ve did., 1984,
Nucl, Acid Res. 12:387-395 yayininda tarif edilen En Tyi Uyum
sekans programi dahil teknikte bilinen standart teknikler
kullanilarak vevya kontrol yoluyla belirlenir. Tercihen dzdeslik
yllzdesi, asagidaki parametreler Dbaz zlinarak FastDB 1ile
hesaplanir: 1 puanlik uyumsuzluk cezasgi; 1 puanlik bosluk
cezasi; 0,33 puanlik bogluk bluytikligt cezasi ve 30 puanlik
birlesme cezasi, "Current Methods in Sequence Comparison and
Analysis," Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected
Methods and Applications, s. 127-14% (1988), Alan R. Liss, Inc.
PILEUP, vararli bir algoritma drnedidir. PILEUP, progresif, c¢ift
yénlll hizalamalar kullanarak bir grup ilgili sekanstan coklu bir
sekans hizalamasi o¢lusturur. Ayrica hizalamayil ¢lusturmak ig¢in
kullanilan kimeleme iliskilerini g&steren bir aac da gizebilir.
PILEUP, Feng & Dcolittle, 1987, J. Mol. Evel. 35:351-360
vayininda ver alan progresif hizalama metodunu Kkullanir; s6z
konusu metot, Higgins ve Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153 yayininda
tarif edilene benzerdir. Yararli PILEUP parametrelerine 3,007 11k
bir varsayilan bosluk adirlida , 0,10"1luk bir varsayilan bosluk
uzunludu adirlidi ve afdirlikli ug bosluklari dahildir.

Bagka bir vararli algoritma &rnedi ise BLAST algoritmasidir ve

Altschul ve dig&., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul ve
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dig., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402Z ve FKarin ve digd.,
1893, Preoc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5787 yayinlarinda
tarif edilmistir. Ozellikle vararli bir BLAST programi, Altschul
ve dig., 1986, Methods in Enzymology 266:460-480 yayinindan elde
edilen WU-BLAST-2 ©programidir. WU-BLAST-2, c¢odu wvarsayilan
dederlere ayarlanmis birkac arama parametresi kullanir.
Asadidaki deferler 1ile ayarlanabilir parametreler saglanir:
cakisma aralidi=l1, cakisma fraksiyonu=0,125, kelime esidi
(T)=II. HSP S wve HSP SZ2 parametreleri dinamik de§erlerdir ve
ilgili sekansin bilesimine ve 1lgili sekansin arandigr 1lgili
veri tabanin bilesimine ba&li olarak program tarafindan
olusturulur; ancak de§erler, duyarliliga arttirmak icin
ayarlanabilir.

Baska bir vararli algoritma ise Altschul ve dig., 1983, Nucl.
Acids Res. 25:3389-3402 yayininda bildirildigi tzere bosluklu
BRLAST t1ir, Bcsluklu BLAST, BLOSUM-62 ornatim puanlarini
kullanir; esgsik T parametresi 9'a ayarlanir; bosluksuz uzantilara
tetiklemek igin 1ki wvuruslu vy&ntem, k dederinin bosluk
uzunluklarina 10+k"1l1k bir defer bicer; Xu, 16'ya ve Xy veritabana
arama asamasl i¢in 407a algoritmalarin c¢ikis asamasi igin 67'ye
ayarlanir. Bosluklu hizalamalar, vaklasik 22 bit'e karsilik
gelen bir puan ile tetiklenir.

Genel olarak tek tek wvarvyvant CDR"ler arasindaki amino asit
homolojisi, benzerligi veya &zdeslidi, burada belirtilen
sekanslara g®dre en az %80'dir ve daha tipik olarak en az %85,
%90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98, %99 ve neredeyse
%100’ 1lik tercihen gittikce artan homolojiler veya dzdegliklere
sahiptir. Benzer Dbir sekilde Dburada tanimlanan badlavica
proteinlerin nilkleik asit sekansina gdre “nilikleik asit sekans
bzdeglik yizdesi (%)”, antijen baglayici proteinin kodlama
sekansinda ntikleotit kalintilarina o&zdes bir aday sekansta
nikleotit kalintilarinin yluzdesi olarak tanimlanir. Spesifik bir
metetta, varsayilan parametrelere ayarlanmig, sSirasiyla 1 ve
0,12511k c¢akisma araligi wve c¢akisma fraksiyonuna sahip WU-

BLAST-2'nin BLASTN modilil kullanilir.
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Genel olarak tek wvaryant CDR’lerini kodlayan nikleotit
sekanslari ve burada belirtilen niikleotit sekanslari arasinda
arasindaki niikleik asit sekansi homclojisi, benzerlidi veya
dzdegslidgi, en az %80’dir ve daha tipik olarak en az %80, %81,
%82, %83, %84, %85, %86, %87, %88, %89, %50, %91, %92, %93, %94,
%95, %96, %97, %98 veya %99 ve neredeyse %100’1i1k tercihen
gittikce artan homclojiler veya Szdegliklere sahiptir.
Delavisivla bir “warvyant CDR”, bulusun ana CDR'sine belirtilen
homolojiye, benzerlige veya &zdegslide sahiptir ve ana CDR'nin
Ozgiilliginin ve/veya aktivitesinin, bunlarla sinirli olmamak
lizere, en az %80, %81, %82, %83, %84, %85, %386, %87, %88, %89,
%90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97, %98 veya %99'u dahil
antikorun bkiyclojik fonksiyonunu paylasir.

Bir amino asit sekansi wvaryasyonunun sunulmasi i¢in alan veya
bdlge oOnceden belirlenirken, tek Dbasina mutasyon &nceden
belirlenmez, Ornedin belirli bir alanda bkir mutasyonunun
performansini optimize etmek ic¢in, hedef kodon wvevya bdlgede
rastgele mutagenez gergeklestirilebilir ve ifade edilen antijen
baglavici protein CDR varvyantlari, istenilen aktivitenin optimal
kombinasyonu i¢in taranabilir. Bilinen bir sekansa sahip DNA’da
dnceden belirlenmis alanlarda ornatma mutasycenlari c¢lusturmaya
yonelik teknikler iyi bilinir ve M13 primer mutagenezi ve PCR
mutagenezi bunlara drnektir. Mutantlarin taranmasa, OSMR
baglanmasi gibi antijen baglavici protein aktivitelerine yénelik
test kullanilarak gerceklestirilir.

Amino asit ornatmalari tipik olarak tek kalintilardair;
yerlestirmeler genellikle vaklasik Dbir (1) amino asit
kalintisindan vaklasik virmi (20) amino asit kalintisina
kadardir; ancak, cldukca biluyidk vyerlegtirmeler de tolere
edilebilir. Silmeler, vyaklasik bir (1) ile vyaklasik yirmi (20)
amino asit kalintisi arasainda dedisir, ancak bazi durumlarda
silme daha biuyik clabilir.

Ornatmalar, silmeler, yerlestirmeler veya bunlarin herhangi bir
kombinasyonu, bir son tireve veya varyanta ulasmak ig¢in

kullanilabilir. Bu dedigiklikler genel olarak, molekiiliin
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dedismesini, ozellikle antijen baglavyica proteininin
immiinojeniklidini veya 06zglillidlinl en aza indirmek ig¢in birkacg
amino asit idzerinde gerceklestirilir. Ancak belirli kosullarda
daha Dblyik dedisiklikler tolere edilebilir. Korunumlu
ornatmalar genellikle Tablc 3 olarak gdsterilen zsagidaki
takloya uygun olarak gergeklestirilir.

Tablo 3

Orijinal Kalinti Ornek Niteligindeki

Ala Ser

Arg Lys

Asn Gln, His

Asp Glu

Cys Ser

Gln Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn, Gln

Ile Leu, Val

Leu Ile, Val

Lys Arg, Gln, Glu
Met Leu, Ile

Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe

Val Ile, Leu

Fonksiyonda veya imminolojik dzdeslikte oSnemli dedisikler, Tablo
3'te gdsterilenlerden daha az koruyucu olan ornatmalarin
segilmesivle gerceklestirilir. Ornedin, dedisim alaninda
polipeptit omurgasinin vapisi, &rnedin alfa-helikal veya beta-
yvaprak vyapisi; hedef alanda molekiiliin yiikid veya hidrofobikligi
veya vyan zincirin kiitlesini daha biiyiik ©&l¢iide etkileyen
ornatmalar gercgeklestirilebilir. Genel olarak polipeptitlerin
zelliklerinde en Dbiyik dedisiklikleri olusturmasi beklenen
ornatimlar, (a) bir hidrofilik kalintinin, &rnedin seril vevya
tireonilin, bir hidrofobik kalinti, &rnedin 1dsil, izoldsil,
fenilalanil, valil vevya alanil icin (veva tarafindan)
ornati1ldigi; (b} bir sistein veya prolinin baska herhangi bir

kalinti ic¢in (veya tarafindan) ornatildigi; (c) elektropozitif
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bir yan zincire sahip bir kalinti, ornedin 1lizil, arginil veya
histidilin, bir elektronegatif kalinti, ©&rnedin glutamil veya
aspartil ic¢in (veya tarafindan) ornatildidi veya (d) hacimli bir
yan zincire sahip bir kalintinin, o&rnedin fenilalaninin yan
zinciri o¢lmayan bir kalinta, drnedgin glisin ig¢in (veya
tarafindan) ornatildidl ornatimlardir,

Varyantlar tipik olarak ayni niteliksel biyolojik aktiviteyi
sergiler ve dodal olarak clusgan analog ile ayni immiin vanitina
ortava c¢ikarir; ancak varvyantlar, ayrica gerektidinde antijen
baglayic1i proteinin/proteinlerin dzelliklerini modifiye etmek
igin seg¢ilir., Alternatif olarak wvaryant, antijen baflavici
proteninin  biyolejik aktivitesinin dedistirilecedi sekilde
tasarlanabilir. Ornegin glikozilasyon alanlara burada
tartisildidi gibi defistirilebilir veya c¢ikarilabilir.

Mevcut bulusun kapsami dahilindeki OSMR antikorlarinin diger
tiirevleri arasinda, dider proteinler veya polipeptitler ile
birlikte &rnedin bir OSMR antikor polipeptidin N ucuna veya C
ucuna kaynastirilmis heterclog polipeptitler iceren rekombinant
fuzyon proteinlerinin ifadesi vyoluyla CSMR antikorlarinin
kovalent veya agregat konjigatlari wveya bunlarin fragmanlara
bulunur. Ornedin konjige peptit, bir heterolog sinyal (veya
lider) polipeptidi, ©6rnedin maya alfa-faktdér lideri veya bir
epitop etiketi gibi bir peptit olabilir. OSMR antikoru igeren
fuzyon proteinleri, OSMR antikorunun saflastirilmasini vevya
tanimlanmasini kolaylastirmak tizere eklenen peptitler igerebilir
(&rnedin poly-His). Bir OSMR antikor polipeptidi ayrica, Hopp ve
dig., Bio/Technology 6:1204, 1988 wve U.S. Patent 5,011,912
vayinlarinda tarif edilen sekilde FLAG peptidine badlanabilir.
FLAG peptidi, viksek oranda antijeniktir wve Dpir spesifik
moncklonal antikoruna (mAb) ters bir sekilde badli bir epitop
saglar ve boylece hizli bir sekilde test yapilmasini sadlar ve
ifade edilen rekombinant proteinin saflastirilmasini
kelayvlastirir. FLAG peptidinin belirli bir polipeptide
kaynastirildigir fizyon proteinlerinin hazirlanmasi i¢in yvararl:

ayiraclar, ticari oclarak temin edilebilir (Sigma, St. Louis,
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MO) .

Bir uygulamada bir oligomer, immiinoglobulinlerden tiretilmisg
polipeptitler kullanilarak hazirlanir. Antikor tiirevli
polipeptitlerin (Fc domeni dahil olmak Uzere) cesitli
kisimlarina kaynastirilmis belirli heterolog polipeptitleri
igeren flizyon proteinlerinin hazirlanmasi, &6rnedin Ashkenazi ve
didg., 1991, PNAS USA 88:10535; Byrn ve dig., 1990, Nature 344:677
ve Hollenbaugh ve didg., 1992 "Construction of Immuncglobulin
Fusion Proteins", in Current Protocols in Immunology, Suppl. 4,
s, 10.,19.1-10.19.11 vayinlarinda tarif edilmigtir.

Mevcut bulusun bir uygulamasinda, bir antikorun OSMR baglayici
fragmaninin bkir antikorun Fc bdlgesine kaynastirilmasivla
olusturulan iki fiizyon proteinini igeren bir dimere ydneliktir.
Dimer, &ornedin fluzyon proteinin kodlayan bir gen filzyonun uygun
bir ekspresyon vektdrine vyerlestirilmesiyle, gen flzyonunun
rekombinant ekspresyoen vektdri ile dontsgtirilmis konak
hiicrelerde ifade edilmesivyle ve ifade edilen filizyon proteinin
antikor molekiilleri gibi toplanmasina i1zin verilmesivyle wve
ardindan bir dimer elde etmek 1Uzere Fc parcalari arasinda
zincirler arasi distilfid baglara olusturulmasiyla
olusturulabilir,

Burada kullanildigdi sekliyle “Fc¢ polipeptidi” terimi, bir
antikorun Fc bélgesinden tiretilen polipeptitlerin natif wve
mutein formlarini igerir. Ayrica dimerizasyonu destekleyen
mentese bdlgesini i¢eren bu polipeptitlerin kesilmis formlarini
da idicerir. Fc¢ pargalarini 1igeren flizyon proteinleri (ve
bunlardan olusan oligomerler), Protein A veya Protein G
kelenundan afinite kromatografisi vyoluyla kolay bir saflastirma
avantajl sunar.

PCT basvurusu WO 93/10151 vyayininda tarif edilen uygun bir Fc
polipeptidi, mentese bdlgesinin N ucundan bir insan antikorunun
Fc¢ Dbdélgesinin natif C ucuna uzanan tek zincirli  Dbir
polipeptittir. Bir baska Fc¢ pelipeptidi, U.S. Patent 5,457,035
ve Baum ve dig., 1994, EMBO J. 13:3992-4001 vyayininda tarif

edilen Fc¢ muteinidir. Bu muteinin amino asit sekansi, WO
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93/101517de sunulan natif Fc¢ sekansinin amino asit sekansaina,
amino asit 19'un Feu’dan Ala’vya kadar dedigstirilmis, amino asit
20'nin Feu’dan Glu’'ya kadar dedistirilmis ve amino asit 22'nin
Gly"den Ala’vyva kadar dedistirilmis olmasi disina Ozdestir.
Mutein, F¢ reseptdrleri icin distk afinite sergiler.

Baska uygulamalarda bir OSMR antikorunun agdir ve/veya hafif
zincirlerinin dedisken kismi, bir antikor agdir ve/veya hafif
zincirinin dedisken kismi icin ornatilabilir.

OCligomerik OSMR antikoru tlrevlerinin hazirlanmasina yonelilk
baska yéntem ise bhir 1dsin fermuarinin kullanilmasini igerir,
L&sin fermuari domenleri, bulunduklara proteinlerin
oligomerizasyonunu destekleven peptitlerdir. Lésin fermuarlari
baslangicta birkag DNA badlayan proteinde tespit edilmis
(Landschulz ve did., Science 240:1759-64, 1988) wve daha scnra
cesitli farkla proteinlerde bulunmustur, Bilinen 16sin
fermuarlar: arasinda dodal olarak olusan peptitler ve bunlarin
dimerize wveya trimerize edici tlrevleri bulunur. Cdzilebilir
oligomerik proteinlerin {liretilmesine vy&nelik 1&sin fermuar
domenlerinin &rnekleri, PCT bkagvuru WO 94/10308 vayininda tarif
edilmistir wve sirfaktan protein D'den (8PD) tilretilen 16sin
fermuari, Hoppe ve dig., 1994, FEBS Letters 344:191 vyayininda
tarif edilmistir. Bir kaynasik heterelog proteinin stabil
trimerizasyonuna izin veren moedifiye edilmis bir 1dsin
fermuarinin kullanimi, Fanslow ve dig., 199%4, Semin. Immunol.
6:267-78 vyayininda tarif edilmistir. Bir yaklasimda, bir 18sin
fermuari peptidine kaynasik OSMR antikoru fragmani veya tirevi
rekombinant flzyon proteinleri, uygun konak hiicrelerde ifade
edilir ve olusan ¢ozilebilir oligomerik OSMR antikor fragmanlari
veya tlrevleri, kiiltir slUpernatantindan geri kazanilir.

Antijen baflayici proteinlerin kovalent medifikasyonu, mevcut
bulusun kapsami dahilindedir ve her zaman olmasa da genel olarak
translasyon sonrasi gerceklestirilir. Ornedin, bir molekiilde
antijen baJlayica proteinin cesitli tipte kovalent
modifikasyonlari, antijen badlayici proteinin spesifik amino

asit kalintilarinin seg¢ilen yan zincirlerle veya N veya C ucu
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kalintilariyla reaksiyona girebilen bir organik tilrevlendirme
ajani ile reaksiyona sokulmasiyla gergeklegtirilebilir.
Sisteinil kalintilari, karboksimetil veya karboksiamidometil
tiirevlerinin verilmesi ic¢in kloroasetik asit veya kloroasetamid
gibi «-haloasetatlar ile (ve 1lgili aminler) vyaygin olarak
tepkimeye girer, Sisteinil kalintilary ayrica
bromotriflorcaseton, o-bromo-p- (b-imidozoil)propiyonik asit,
kloroasetil fosfat, N-alkilmaleimitler, 3-nitro-2-piridil
distlfid, metil Z-piridil disiulfid, p-klcromerkiiribenzoat, 2-
kloromerkiiri-4-nitrofencl veya klorc-7-nitrobenzo-Z2-oksa-1,3-
diazol ile tepkime yoluyla tiirevlenir.

Histidil kalaintilari, pH 5,5-7,0'de dietilpirokarbonat ile
reaksiyon vyoluyla tilirevlenir, c¢inkil bu ajan, histidil vyan
zinciri i¢in nispeten &zgildir. Para-bromofenasil bromir de
vararlidir; reaksiyon, tercihen, pH 6,0'da 0,1M sodyum kakodilat
iginde gerceklestirilir,.

Lizinil ve amino ucu kalintilara, sliksinik wveya bagka
karboksilik asit anhidritleri ile reaksiyona scokulur. Bu ajanlar
ile tirevlendirme, lizinil kalintilarinin vikind tersine cevirme
etkisine sahiptir. Alfa amino igeren kalintilarin
tirevliendirilmesi icgin diger uygun ayirac¢lar arasinda,
imidoesterler 4rnedin metil pikolinimidat; piridoksal fosfat;
piridoksal; kloroborohidrit; trinitrobenzensiilfonik asit; O-
metilisolire; Z2,4-pentandiocn ve glioksilat 1ile transaminaz
katalizli reaksiyon bulunur.

Arginil kalintilari, aralarinda fenilglicksal, 2,3-blitandion,
1,2-siklcheksandion ve ninhidrinin bulundudu bir wveya birkacg
geleneksel avyirag ile reaksiyona sokularak modifive edilir.
Arginin kalintilarinin tilrevlendirilmesi, reaksiyonun, guanidin
fonksiyonel grubunun yiliksek pKa'si nedeniyle alkali kosullarda
yapilmasini gerektirir. Ayrica bu ayirag¢lar, arginin epsilon-
amino grubunun yani sira lisin gruplari 1ile reaksiyona
girebilir.

Tirozil kalintilarinin spesifik modifikasyonu, drzellikle

aromatik diazonyum bilesikleri wveya tetranitrometan ile &dzel
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ilgi 1ile reaksivona sokularak spektral etiketlerin tirozil
kalintilarina sokulmasiyla vyapilabilir. En yaygin olarak, N-
asetilimidizecl wve tetranitrometan, sirasiyla O-asetil tirozil
tiirleri wve 3-nitro tlrevlerini c¢lusturmak ic¢in kullanilir.
Tirczil kalintilara, radyoimmiinolojik  testte kullanilmava
yodnelik etiketli proteinler hazirlamak {lizere 1237 wveya 1317
kullanilarak iyotla islenebilir ve Dbunun ig¢gin yukarida tarif
edilen kloramin T y&ntemi uygundur.

Karboksil van gruplari (aspartil wveya glutamil), R ve R'‘nin
istede gdre Il-sikloheksil-3-(2-morfolinil-4-etil) karbodiimid
veya l-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpentil) karbodiimid gibi
farkli alkil gruplari oldudu karbodiimidler (R'-N=C=N--R') ile
tepkime yoluyla sec¢ici sekilde modifiye edilir. Ayrica, aspartil
ve glutamil kalintilari, amonyum iyonlari ile reaksiyona
sckularak asparaginil ve glutaminil kalintilarina ddnidstiriliir.
Bifonksiyonel ajanlarla gergeklestirilen tiirevlendirme, c¢esitli
yvontemlerde kullanilmak {lizere antijen badlayici proteinlerinin
suda c¢dzinmeyen bir destek matrisine wveya vylzeyine c¢apraz
baglanmasi igin vyararlidar.

Yaygin olarak kullanilan c¢apraz baglama maddeleri arasinda
drnedin 1,1l-bis(diazoasetil)-2-feniletan, glutaraldehit, N-
hidroksisiikginimit esterler, ornedin, 4-azidosalisilik asitli
esterler, disiikgsinimidil esterler, drnedin 3,3'-
ditiyobis(siksinimidilpropiyonat) dahil olmak izere
homobifonksiyonel imidoesterler ve bifonksiyonel maleimitler,
Grnedin bis-N-maleimido-1, 8-oktan bulunur. Metil-3-[ (p-
azidofenil)ditiyo]propicimidat gibi tlrevlestirici maddeler,
181k wvarligdinda c¢apraz baglar olusturabilen fotoaktivize
edilebilir ara Urinleri verir. Alternatif olarak, U.S. Pat. No.
3,969,287; 3,691,016; 4,195,128; 4,247,642; 4,229,537 wve
4,330,440 vayinlarinda tarif edilen reaktif suda ¢ozliinmeyen
matrisler, bdrnedin siyanojen  bromit ile aktive edilmis
karbonhidratlar ve reaktif substratlar, protein immobilizasyonu
igin kullanilair,

Glutaminil ve asparaginil kalintilari, sirasiyla ilgili glutamil
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ve aspartil kalintilarina sik sik deamide edilir. Alternatif
olarak bu kalintilar, hafif asidik keocsullar altinda deamide
edilir. Bu kalintilarin her iki fermu da, bulusun kapsami
dahilindedir.

Diger modifikasyonlar arasinda preolin ve lizinin
hidroksilasycnu, seril wvevya trecnil kalintilarinin hidroksil
gruplarainin fosforilasyonu, 1lizin, arginin ve histidin vyan
zincirlerinin alfa-amino gruplarinin metilasyonu (T. E.
Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Co., San Francisce, 1983, s, 79-86), N ucu aminin
agsetilasyonu ve/veyva C ucu karboksilik grubunun amitlenmesi
bulunur.

Mevcut bulusun kapsami dzhilinde olan antijen baflayica
proteinin baska Dbir tip kovalent modifikasyonu, proteinin
glikosilasyon desenini dedistirilmesini igerir. Teknikte
bilindigi {zere glikozilasyon desenleri, protein sekansina
(asadida tartisildidi lzere Dbelirli glikozilasyon amino asit
kalintilarinin varlidi veya yokluduna) veya proteinin lretildidi
konak hiicre veya organizmaya bafdli olabilir. Belirli ifade
sistemleri asagida tartigilmistar.

Polipeptitlerin glikozilasyonu tipik olarak N baglantili veya O
baglantilidar. N baglantila glikozilasyon, karbonhidrat
parcasinin bir asparagin kalintisinin vyvan zincirine badlanmasi
anlamina gelir.

Tripeptit sekanslari asparagin-X-serin, asparagin-¥X-treonin
(burada X prolin haricinde herhangi bir amino asittir),
karbonhidrat grubunun asparagin yan zincirine enzimatik clarak
eklenmesine vydnelik +tanima sekanslaraidir. Bu nedenle, bir
polipeptitte bu peptit sekanslarindan herhangi birinin varlida,
potansiyel bir glikozilasyon alani olusturur. O baglantili
glikozilasyon, 5-hidroksiprolin wveya  5-hidroksilizinin de
kullanilmasina ragmen, N-asetilgalaktozam, galaktoz veya ksiloz
sekerlerinden birinin, en yaygin olarak serin veya treonin olmak
lizere bir hidroksiamino asidine badlanmasini ifade eder.

Glikozilasyon pozisyonlarinin antijen baglayica proteine

50



10

15

20

25

30

35

eklenmesi, (N baglantila glikozilasyon ©pozisyonlari igin)
yukarida tarif edilen tripeptit sekanslarinin bir wveya daha
fazlasini icerecek sekilde aminc asit sekansinin dedistirilmesi
yvoluyla uygun sekilde gerceklestirilebilir. Bu dedisiklik,
bagslangi¢ sekansina (0O badlantila glikozilasyon bélgelerine
yonelik) bir wveya daha fazla serin veya treonin kalintisinin
eklenmesi vevya bunlar tarafindan ornatilmasa ile
gerceklestirilebilir. Kolaylik clmasi ic¢in antijen baglavici
protein amino asit sekansi tercihen, DNA& diizeyinde de§isiklikler
voluyla, ozellikle hedef polipeptidi kodlayan DNA’nin &nceden
segilen bazlarda mutasycona udratilmasaiyla ve bdylece istenen
amino asitlere dénlistiiriilecek kedonlar Uretilmesivle
degistirilir.

Antijen bkadglavyici protein 1lzerinde karbonhidrat parcalarinin
saylsinl arttirmanin bir baska yolu ise, glikozitlerin proteine
kimyasal veya enzimatik clarak kenetlenmesidir. Bu prosediirler,
N ve 0O baglantila glikozilasyon i¢in glikozilasyon
kabiliyetlerine sahip bir konak hilicrede proteinin {retilmesini
gerektirmemesi bakimindan avantajlidir. Kullanilan Kkenetleme

yoluna bagli olarak seker(ler), (a) arginin wve histidin, (b)

serbest karboksil gruplarina, (¢) &rnedin sisteininkiler gibi
serbest stilfhidril gruplarina, (d) serin, treonin veya
hidroksiprolininkiler gibi serbest hidroksil gruplarina, (e)

fenilanin, tirozin veva triptofan gibi arcomatik kalintilara veva
(f) glutamininin amit grubuna eklenebilir. Bu yoé6ntemler, 11
Eyliil 1987 de yayinlanan WO 87/05330 yayininda Aplin ve Wriston,
1981, CRC Crit. Rev. Bicchem., s. 259-306 yayininda tarif edilir.
Baslangic antijen badlayvici protein lzerinde bulunan
karbonhidrat parg¢alarinin kaldirilmasi, Kkimyasal olarak veya
enzimatik olarak gergeklestirilebilir. Kimyasal
deglikozilasyon, proteinin, triflorometansilfconik asit
bilesiine veya esdeer bir bileside maruz birakilmasini
gerektirir. Bu muamele, badlayici seker (N-asetilglukosamin veya
N-asetilgalaktosamin) disinda ¢odu sekerin veya tim sekerlerin

parcalanmasiyla scnuclanirken polipeptit bozulmadan kalir.
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Kimyasal deglikozilasyon, Hakimuddin ve dig., 1987, Arch.
Biochem. Biophys. 259:52 ve Edge ve dig., 1981, Anal. Biochem.
118:131 vyayininda tarif edilir. Karbonhidrat parcalarinin
polipeptitler izerinde enzimatik bhdlinmesi, Thotakura wve dig.,
1987, Meth. Enzymol., 138:350 vyayininda tarif edilen gekilde
cesitli endo ve ekzo-glikozidazlar kullanilarak elde edilebilir,
Potansiyel glikozilasyon alanlarindaki glikolizasyon, Duskin ve
dig., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105 tarafindan tarif edilen
sekilde tunikamisin bilesidinin kullanilmasiyla ©onlenebilir.
Tunikamisin, protein-N-glikozit badlarinin olusmasini Dbloke
eder.

Antijen baglayici proteinin baska bir tip kovalent
modifikasyonu, U.S. Pat. No. 4,640,835; 4,496,5689; 4,301,144;
4,670,417; 4,721,192 wveya 4,179,337 vayinlarinda belirtilen
sekilde antijen baglayici proteinin bunlarla sinirli olmamak
Uzere polietilen glikol, polipropilen glikol veya
poliocksialkilenler gibi c¢egitli polioller dahil olmak uzere
proteinli olmayan g¢esitli polimerlere badlanmasini igerir. Ek
olarak teknikte bilindigi lUzere amino asit ornatmalari, PEG gibi
polimerlerin eklenmesini kolaylastirmak tzere antijen badlayica
protein i¢indeki ¢esitli pozisyonlarda gergeklestirilebilir,
Bazi uygulamalarda bkulusun antijen badlayici proteinlerinin
kovalent modifikasvyonu, bir veya daha fazla etiketin eklenmesini
igerir.

“Etiketleme grubu” terim, saptanabilir herhangi bir etiket
anlamina gelir. Uygun etiketleme gruplari &rnekleri arasinda,
bunlarla sinirli kalmamak uzere, radyoizotoplar veya
radyontuklitler (&rnedin, °=H, 4C, 15N, 355, °®0y, 997¢, 1llIn,
1251 ,1311), floresan gruplar (drnedin, FITC, rodamin, lanthanit
fosforlar), enzimatik gruplar (&rnegin, vyaban turpu peroksidaz,
B-galaktosidaz, lusiferaz, alkalin fosfataz), kemilUminesan
gruplar, biyotinil gruplar veya sekonder bir raportédr tarafindan
taninan o6nceden belirlenmis polipeptit epitoplari (drnedin, 18sin
fermuar ¢ifti sekanslara, sekonder antikorlar ig¢in baglanma

bEdélgeleri, metal badlanma domenleri, epitcop etiketler) bulunur.
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Bazi uygulamalarda etiketleme grubu, potansiyel sterik
engellemeyl azaltmak ig¢in c¢esitli uzunluklarda aralayici kollar
vasitasiyla antijen badlayici proteine badlanir. Proteinleri
etiketlemeye ydnelik c¢esitli yontemler teknikte bilinir wve
mevcut bulusun gerceklestirilmesinde kullanilzabilir.

Genel olarak etiketler, tespit edilecekleri teste badli clarak
cok gesitli gainaflara ayrilair: a) radyoaktif veva adir izotoplar
olabilen izotopik etiketler; b} manyvetik etiketler (drnedin,
manyetik partikiiller); <¢) redcks aktif parcalar; d) optik
boyalar; enzimatik gruplar (&6rnedin yvaban turpu peroksidaz, B-
galaktosidaz, lusgiferaz, alkalin fosfataz), &) biyotinil gruplar
ve ) sekonder bir raportdér tarafindan taninan &nceden
belirlenmis polipeptit epitoplari (&rnedin, 1l6sin fermuar ¢ifti
sekanslari, sekonder antikorlar ig¢in badlanma bdlgeleri, metal
baglanma domenleri, epitop etiketler}). Bazi uygulamalarda
etiketleme grubu, pctansiyel sterik engellemeyi azaltmak icgin
cesitli uzunluklarda arslayici kollar wvasitasiyla antijen
baglayici proteine badlanir. Proteinleri etiketlemeye y&nelik
cesitli yvontemler teknikte bilinir Ve mevcut bulusun
gerceklestirilmesinde kullanilabilir.

Spesifik etiketler arasinda bunlarla sinirli clmamak {zere
kromoforlar, fosforlar ve floroforlar dahil olmak lzere cptik
boyalar Dbulunur ve birccok durumda sonuncusu spesifiktir.
Floroforlar, “kiglk molekil” florlari veya proteinli flcorlar
olabilir.

“Floresan etiket” ifadesi 1ile, dodasinda bulunan floresan
dzellikleri vasitasiyla saptanabilen herhangi Dbir melekil
kastedilir. Uygun floresan etiketler arasinda bunlarla sinairla
olmamak {zere floresan, rodamin, tetrametilrodamin, Osin,
eritrosin, kumarin, metil-kumarinler, piren, Malasit yesgili,
stilben, Lucifer Sarisi, Cascade Mavisi J, Texas Kirmizisi,
IAEDANS, EDANS, BODIPY FL, LC Red 640, Cy 5, Cy 5.5, LC Red 705,
Oregon vyesgili, Alexa-Fluor boyalari (Alexa Flucr 350, Alexa
Flucocr 430, Alexa Flucr 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568,

Alexa Fluocr 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor
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©680), Cascade Mavisi, Cascade Sarizsi wve R-fikoeritrin (PE)
(Molecular Probes, Eugene, OR) , FITC, Rhodamin ve Texas
Kirmizisi (Pierce, Rockford, IF), Cy5, Cy5.5, Cy7 (Amersham Fife
Science, Pittsburgh, PA) bulunur. Floroforlar dahil olmak lzere
uygun optik koyalar, Richard P. Haugland’a zit Molecular Prcbes
Handbook kitabinda tarif edilir.

Uygun proteinli floresan etiketler arasinda ayrica, bunlarla
sinirli olmamak idizere, bir Renilla, Ptilosarcus veya GFP'nin
ARequorea tirleri dahil olmak {izere vyegil flloresan proteini,
(Chalfie ve dig., 1994, Science 263:802-805), EGFP (Clontech
Lakboratories, Ing¢., Genbank Erigsim Numarasi UbL5762), mavi
fliioresan proteini (BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de
Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor, Montreal, Quebec, Canada H3H
1J9; Stauber, 1998, Biotechnigques 24:462-471; Heim ve did.,
1996, Curr. Biol. 6:178-182), arttirilmis sari fliloresan
proteini (EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), lusiferaz (Ichiki
ve dig.,, 1993, J. Immunol. 150:5408-5417), p galaktosidaz
(Nolan wve dig., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2603-
2607) ve Renilla (WO92/15673, W095/07463, W098/14605,
W098/26277, WO%9/49019, U.S. Patent No. 5292658, 5418155,
5683888, 5741668, 5777079, 5804387, 5874304, 5876995, 5925558)
bulunur.

Burada tarif edilen &rnek niteligindeki antijen badlavyica
proteinler, antijen baglavici protein tarafindan bkbadlanmis OSMR
lzerindeki farkli epitopa dayanan 6zelliklere sahiptir. “Epitop”
terimi, bir antijen badlayici protein, &rnedin bir antikor, bir
hedef molekiile badlandiginda antijen baglayici protein
tarafindan temas ettirilen hedef molekiliin amino asitleri
anlamina gelir. Bir epitecp, bitigik olabilir wvevya bitigik
olmayabilir {(&rn. (1) tek zincirlli bir polipeptitte, polipeptit
sekansinda birbirine bitisik olmayan, ancak hedef molekiil
baglaminda bitisik olan amino asit kalintilari, antijen
baglayici proteine baglidir veya (ii} iki wveya daha fazla avri
bilesen igeren multimerik bir reseptdrde, ornedin OSMR ve gpl30

veya OSMR ve IL-31 reseptdril A'da, amino asit kalintilari bir
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veya daha fazla ayri bilesen {iizerinde mevcuttur, ancak hala
antijen baglavici proteine baglidir). Epitop determinantlari
Srnedin amino asitler, seker yan zincirleri, fosforil wveya
stilfonil gibi kimyasal olarak aktif vyilizey molekiil gruplarz
igerebilir wve 1U¢ boyutlu spesifik vapisal &dzelliklere ve
spesifik yik &zelliklerine sahip olabilir., Genellikle belirli
bir hedef molekill ic¢in &zgll olan antijen badlayici proteinler
tercihen, protein ve/veya makromolekiillerden olusan bir kompleks
karisiminda hedef molekill lizerindeki bir epitopu taniyacaktir.

Bir antikor baglayici protein tarafindan badlanan epitopun
karakterize edilmesine yénelik ydntemler teknikte iyi bilinir ve
bu vyvdntemler arasinda, bunlarla sinirli olmamak lUzere, gruplama
(ing. binning) (c¢apraz-rekabet) (Miller ve dig. “Epitope binning
of murine moncclonal antibodies by a multiplexed pairing assay”
J Tmmunol Methods (2011} 365, 118-25), peptit haritalama (drn.
FEPSPCOT™) (Albert ve dig. “The B-cell Epitope of the Monoclcnal
Anti-Factor VIII Antibody ESH8 Characterized by Peptide Array
Analysis” 2008 Thromb. Haemost. 99, 634-7), kimeraz gibi
mutagenez yontemleri (Song wve dig. “Epitcpe Mapping of
Ibalizumab, a Humanized Anti-CD4 Moncclonal Antibody with Anti-
HIV-1 Activity in Infected Patients” J. VirolI. (2010) 84, 6935-
6942) , alanin taramasi (Cunningham ve Wells “High-rescluticn
epitope mapping of HGH-receptor interactions by alanine-scanning
mutagenesis” Science (198%) 244, 1081-1085) , arginin taramasi
(Lim ve did. “A diversity of antibody epitopes can induce
signaling through the erythropoietin receptor” Biochemistry
(2010) 49, 3797-3804), HD degisim yoéntemleri (Ccates ve did.
“Epitope mapping by amide hydrogen/deuterium exchange coupled
with immobilization of antibody, on-line proteclysis, liquid
chromatography and mass spectrometry” Rapid Commun. Mass
Spectrom. (2009) 23 639-647), NMR capraz satilrasyon ydntemleri
(Morgan ve didg. “Precise epitope mapping of malaria parasite
inhibitory antibodies by TROSY NMR cross-saturation”
Biochemistry (2005) 44, 518-23) wve kristalografi (Gerhardt wve

did. “Structure of IL-17A in complex with a potent, fully human
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neutralizing antibody” J. Mcl. Biol (2009) 394, 905-21) bulunur.
S8z konusu ydntemler, epitop 1geren amino asitler hakkinda
sunduklari detay diizeyinde farklilik gdsterir. Ornek 4, drnek
niteliginde bir epitop gruplama yontemi sadlar.

Mevcut bulusun antijen baglayici proteinleri, burada tarif
edilen &rnek nitelidindeki antijen badlayici protein, &rnedin
Abl, AbZ veya Ab3 ile c¢akisan bir epitopa sahip olanlari icerir.
Belirli uygulamalarda antijen badlavyica protein, Srnek
niteligindeki antijen baglayici proteinler ile dzdes bir epitopa
sahiptir. Baska uygulamalarda antijen baglayici protein, sadece
Oornek nitelidindeki antijen badlayici protein ile ayni amino
asitlerden olusan bir alt gruba badlanir.

Belirli uygulamalarda OSMR antijeni badlayici protein, Abl, AbZ
veya Ab3 ile &zdes wveya lst Uste c¢akisan bir epitopa sahiptir
ve a) SEQ TID NO:27, SEQ TID NO:28 veya SEQ TID NO:29'da belirtilen
amino asit sekansina en az %90 0Ozdes, en az %95 dzdes veva
tamamen 6zdes bir hafif zincir dedisken domeni; b} SEQ ID NO:9,
SEQ ID NO:10 veya SEQ ID NO:11'de belirtilen amino asit sekansina
en az %90 Ozdeg, en az %95 Ozdes veya tamamen &zdes bir agar
zincir dedisken domeni; veya c¢) a)’nin hafif zincir dedisken
domeni veya k)’'nin adir zincir dedisken domeni icerir.

Belirli uygulamalarda CSMR antijeni baglayici protein, Abl, AbZ
veya Ab3 i1le &zdes veya Ust Uste cakisan bir epitopa sahiptir
ve SEQ ID NO:27'de belirtilen amino asit sekansina en az %90
bzdes, en az %95 Ozdes veya tamamen O6zdes bir hafif zincir
degisken domeni ve SEQ ID NO:9'da belirtilen amino asit sekansina
en az %90 oOzdes, en az %95 oGzdes veya tamamen 6zdes bir agir
zincir dedisken domeni; SEQ ID NO:28'de belirtilen amino asit
sekansina en az %90 &zdeg, en az %95 Ozdes veya tamamen ozdes
bir hafif zincir dedisken domen ve SEQ ID NO:10'da belirtilen
amino asit sekansina en az %90 &zdes, en az %95 Ozdes veya
tamamen ozdes bir ajir zincir dedisken domeni; ve SEQ ID NO:29'da
belirtilen aminc asit sekansina en az %90 Gzdes, en az %95 dzdes
veyva tamamen &zdes bir hafif zincir dedisken domeni wve SEQ TID

NO:11'de belirtilen amino asit sekansina en az %90 dzdes, en az
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%95 Ozdes veya Tamamen Ozdes bir agir zincir dedisken domeni
igerir.

Belirli uygulamalarda CSMR antijeni baglayici protein, Abl, AbZ
veya Ab3 ile &zdes wveya Ust iUste cakisan bir epitopa sahiptir
ve a) SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28 veya SEQ ID N0:29'de belirtilen
amino asit sekansindan en fazla on veya en fazla bes amino asit
ceklemesi, silmesi wveya ornatmasini iceren bir hafif zincir
dedisken domenini; b) SEQ ID N0O:9, SEQ ID NO:10 wvevya SEQ ID
NO:1l'de belirtilen amino asit sekansindan en fazla on veya en
fazla beg amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasinl ig¢eren
bir adir =zincir dedisken domeni; wveya ¢) a)’nin hafif =zincir
dedisken domeni ve b) nin adir zincir dedigken domenini icerir.
Belirli uygulamalarda OSMR antijeni badlayici protein, Abl, AbZ
veya Ab3 ile &zdes wveya lst Uste c¢akisan bir epitopa sahiptir
ve SEQ ID NO:27'de belirtilen aminc asit sekansindan en fazla on
veya en fazla besg amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina
sahip bir hafif zincir dedisken domeni wve SEQ ID NO:9'da
belirtilen amino asit sekansindan en fazla on veya en fazla bes
amino asit eklemesi, silmesi wveya ornatmasina sahip bir agar
zincir defisken domeni ig¢eren proteinler; SEQ ID NO:28'de
belirtilen amino asit sekansindan en fazla on veya en fazla bes
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina sahip bir hafif
zincir dedisken domeni ve SEQ ID NO:10'da belirtilen amino asit
sekansindan en fazla on veya en fazla beg amino asit esklemesi,
silmesi veya ornatmasina sahip bir adir zincir degisken domeni
iceren proteinler; ve bir hafif zincir dedisken domeni SEQ ID
NO:29'de belirtilen amince asit sekansindan en fazla on veya en
fazla beg amino asit eklemesi, silmesi vevya ornatmasina sahip ve
SEQ ID NO:11'de belirtilen amino asit sekansindan en fazla on
veya en fazla bes amino asit eklemesi, silmesi veya ornatmasina
sahip bir afir zincir dedisken domeni igeren proteinler igerir.
SEQ ID NC: 9'un ornek nitelidinde bir adir zincir dedisken domen
varyanti, SEQ ID NO:9% da yer alan pozisyon 73"e karsilik gelen
pozisyonda asparagin disinda bir amino asit (&rnedin aspartik

asit) igerir. SEQ ID NO:53"te belirtilen amino asit sekansi, SEQ
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ID NOC:9'un bkir adir zincir dedisken domen wvaryantina Dbir
Srnektir.

SEQ ID NQ: 107un érnek nitelidinde bir adir zincir dedisken domen
varyanti, SEQ ID NO:10'da yer alan pozisyon 737e karsilik gelen
pozisyonda asparagin diginda bir amino asit (6rnedin aspartik
agit) igerir. SEQ ID NO:54’te belirtilen aming asit sekansi, SEQ
ID NO:10'un Dbir agir zincir dedisken domen wvaryantina bir
Srnektir.

Belirli uygulamalarda OSMR antijeni badlayici protein, Abl, AbZ
veya Ab3 ile ¢zdes veya Ust ilste c¢akisan bir epitcopa sahiptir
ve a) SEQ ID NO:30'da belirtilen LCDR1 sekansindan en fazla g
amino asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDR1;
SEQ ID NO:33'te bkelirtilen LCDRZ sekansindan en fazla {ic amino
asit eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDRZ; wve SEQ
ID NO:36'da bhelirtilen LCDR3 sekansindan en fazla ¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sgahip bir LCDR3; b) SEQ TID
NO:31'de belirtilen LCDR1 sekansindan en fazla {¢ amino asit
eklemesi, silmesi wveya ornatimina sahip bir LCDR1; SEQ ID
NO:34'te Dbelirtilen LCDRZ sekansindan en fazla U¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDRZ2; wve SEQ ID
NO:37'de belirtilen LCDR3Z sekansindan en fazla {i¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDR3; veya c¢) SEQ
ID NO:32'de belirtilen LCDR1 sekansindan en fazla Ug¢ amino asit
eklemesi, silmesi wveya ornatimina sahip bir LCDR1l; S3SEQ 1ID
NO:35'te belirtilen LCDRZ sekansindan en fazla U¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDRZ; ve SEQ ID
NO:38'de belirtilen LCDR3 sekansindan en fazla U¢ amino asit
eklemesi, silmesi veya ornatimina sahip bir LCDR3 iceren bir
hafif zincir dedisken deomenini ve d) SEQ ID NO:12'de belirtilen
HCDR1 sekansindan en fazla {ic amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir HCDR1; SEQ ID NO:15'te belirtilen HCDRZ2
sekansindan en fazla ¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir HCDRZ; wve SEQ ID NO:18'de belirtilen HCDR3
sekansindan en fazla 11¢ amino asgit eklemesi, silmesi veva

ornatimina sahip bkir HCDR3; e) SEQ ID NO:13'te belirtilen HCDRI1
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sekansindan en fazla 1Ug¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir HCDR1; SEQ ID NO:16'da belirtilen HCDRZ
sekansindan en fazla 1U¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir HCDRZ; wve SEQ ID NO:19'da belirtilen HCDR3
sekansindan en fazla Ug¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir HCDR3; wveya f) SEQ TID NO:14'te belirtilen
HCDR1 sekansindan en fazla ¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bkir HCDR1; SEQ ID NO:17'de belirtilen HCDRZ
sekansindan en fazla {1i¢ amino asit eklemesi, silmesi veva
ornatimina sahip bir HCDRZ; wve SEQ ID NO:20'de belirtilen HCDR3
sekansindan en fazla 1l¢ amino asit eklemesi, silmesi veya
ornatimina sahip bir HCDR3 igeren bir adir zincir dedisken
domenini icerir.

Hemen vukarida tarif edilen tercih edilen O©OSMR antijeni
baglayici proteinler arasinda, a)'nin bir hafif zincir degisken
domenini wve d)'nin bir adir zincir dedisken domenini igeren
proteinler; b) 'nin bir hafif zincir dedisken domenini ve e) 'nin
bir adir zincir dedisken domenini igeren proteinler; ve c¢)'nin
bir hafif =zincir degisken domeni wve ££)'nin bir afir zincir
dedisken domenini ig¢eren proteinler bulunur.

a)'nin hafif zincir dedisken domenini ve d)’'nin adir =zincir
dedisken domenini igeren OSMR antijeni baglayici proteinler,
istede gbre SEQ ID NO:2"da pozisyon 73'e karsilik gelen
pozisyonda asparagin disinda bir amino asit (drnedin aspartik
asit) diceren bilr adir zincir dedisken domeni dig¢erir. Biyle
uygulamalarda adir zingcir dedisken domeni, istede gdre SEQ ID
NO:53"te belirtilen amino asit sekansini igerir.

b) 'nin hafif zincir deisken domenini wve d)'nin adir zincir
dedisken domenini iceren 0O3SMR antijeni baglayici proteinler,
istege gdbre SEQ ID NO:10'da pozisyon 73'e karsilik gelen
pozisyonda asparagin disinda bir amino asit (drnedin aspartik
asit) icgeren bir adir zincir dedisken domeni igerir. Bdyle
uygulamalarda adir zincir dedisken domeni, istede gdre SEQ 1D
NO:54"te belirtilen amino asit sekansini igerir,.

Gzdes wveya cakisan bir epitopa sahip antijen baglayici
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proteinler, genellikle antijeni baglamak i¢in capraz rekabete
girer. Bu nedenle belirli uygulamalarda, mevcut bulusun bir
antijen baglayici proteini Abl, Ab2 veya Ab3 ile ¢apraz rekabete
girer. “Capraz rekabete girmek” veya “capraz rekabet”, antijen
baglayic1 proteinlerinin bir hedef Uzerinde ayn epitop vevya
ba&lanma alani ig¢in rekabete etmesidir. Bu rekabet, referans
antijen badlayici proteinin {drn. antikor veya antikorun antijen
baglavici kismi}) bir test antijen badlavici proteinin spesifik
baglanmasinil énledidi veya inhibe ettidi veya bunun tam tersinin
gerceklestidi bir test i1le belirlenebilir. Bir test molekillinin
baglanma ic¢in bir referans molekiilil ile rekabet edip etmedidini
belirlemek igin cok sayida rekabetcgi badlanma testi
kullanilabilir. Kullanilabilen test Grnekleri arasinda, kati faz
dodrudan veya dolayli radyoimmiinolojik test (RIA), dodrudan veya
delaylls enzim immiinclojik test (EIA), sandvi¢ rekabet testi
(bkz. orn. Stahli ve dig. (1983) Methods in Enzymology 9:242-
253), kati faz dogrudan biotin-avidin EIA (bkz. &érn. Kirkland wve
dig., (1986) J. Immunol. 137:3614-9}, kati faz dodrudan etiketli
test, kati faz dodrudan etiketli sandvig¢ testi, Luminex (Jia ve
digd. “A novel method of Multiplexed Competitive Antibody Binning
for the characterization of monoclonal antibodies” J.
Immunological Methods (2004) 288, 91-98) ve vylzey plazmon
rezenansi (Song ve did. “Epitope Mapping of Ibalizumab, a
Humanized Anti-CD4 Monoclonal Antibody with Anti-HIV-1 Activity
in Infected Patients” J. Virol. {(2010) 84, 6935-42) bulunur.
Capraz rekabetin belirlenmesine ydnelik &rnek nitelidinde bir
yéntem, Ornek 57te tarif edilir. Bir rekabet eden antijen
baglavici protein fazla miktarda mevcut oldudunda genellikle,
bir referans antijen badlayvici proteinin ortak bir antijene
baglanmasini en az %50, %bb, %60, %65, %70 veya %75 oraninda
inhibe edecektir. Bazi durumlarda baglanma, en az %80, %85, %90,
%95, %96, %97, %98, %99 veya daha vyiksek bir oranda inhike
edilir.

OSMR antijeni baglayici Proteinlerini Kodlayan Poliniikleotitler

Burada tarif edilen antikorlar da dahil olmak tizere OSMR antijeni
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badlayici proteinleri kodlayan nukleik asitler veya 1izole
edilmis nltkleik asitler, mevcut bulusun kapsami dahilindedir.
Tercih edilen niikleik asitler arasinda, burada tarif edilen
drnek niteligindeki hafif wve agir zincirleri kodlayanlar
bulunur,

Abl TLC'yi kodlayan &rnek niteligindeki herhangi bir nilikleik
agit, SEQ ID NO:21"de belirtilen sekansi iceren bir nikleik
asittir.

Ab2 LC'yi kodlayan ©o6rnek niteligindeki herhangi bkir nilkleik
asit, SEQ TID NO:22'de belirtilen sekansi igeren bir nlkleik
asittir,

Ab3 LC'vyi kodlayan &ornek nitelidindeki herhangi bir nikleik
asit, SEQ ID NO:23"te belirtilen sekansi iceren bir nilikleik
asittir.

Abl HC’'yi kodlayan ©&rnek niteligindeki herhangi bir nilikleik
zgit, SEQ ID NQ:3'"fte belirtilen sekansi igeren bir nikleik
asittir.

Ab2 HC’'yi kodlayan ©6rnek nitelidindeki herhangi bir nlikleik
asit, SEQ ID NO:4'tfe belirtilen sekansi igeren Pkir nlkleik
asittir.

Ab3 HC’'yi kodlayan &rnek nitelidindeki herhangi bkir nilikleik
asit, SEQ ID NO:5"te Dbelirtilen sekansi igeren bir nikleik
asittir.

Bir varyant Abl HC'yi kodlavyan ornek nitelidindeki herhangi bir
nikleik asit, SEQ ID NOC:47'de belirtilen sekansi iceren bir
niikleik asittir.

Bir varyant AbZ HC'yi kodlayan ornek nitelidindeki herhangi bir
niikleik asit, SEC ID N0:48'de belirtilen sekansi iceren bir
nilkleik asittir.

Bir varyant Ab3 HC’'yi kcdlayan ornek nitelidindeki herhangi bir
nitkleik asit, SEQ ID NO:4%'da belirtilen sekansi iceren bir
nikleik asittir.

Mevcut bulusun g&rinimleri arasinda burada tarif edilen amino
asit sekanslarini kodlayan pclinltkleotit wvaryantlari (&rn.

dejenerasyon nedenivyvle) bulunur.
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Mevcut bulusun gdriunimleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak
izere asagidaki o&rnek nitelidindeki uygulamalar dahil cesitli
uygulamalar bulunur.

Izole edilmis bir nikleik asit bir polintkleotit iceriyor olup,
sdz konusu polinikleotitler agagidakilerden olusan gruptan
secilen bir amino asit sekansini igeren bir veya daha fazla
polipeptidi kodlar:

A. 1. SEQ ID NC:27-29"da belirtilen bir hafif zincir dedisken
domen sekansina en az %90 dzdes bir hafif zincir dedisken dcmen
sekansiy;

2. SEQ ID NO:9-11"de hkelirtilen bir adir =zincir dedisken
domen sekansina en az %90 dzdes bir adir zincir dedisken domen
sekansi;

3. (1)’in bir hafif zincir degisken domeni ve (2)'nin bir
air zincir dedisken domeni; ve
B. Asadidaki sekanslarla ayni veya her bir CDR’de toplam en fazla
¢ amino asit eklemesi, ornatmasi ve/veva silmesi ile farkli
olan bir CDR1, CDRZ, CDR3 igeren bir hafif zincir dedisken domeni
ve/veya bir CDR1, CDR2, CDR3 i¢eren bir adir zincir dedisken
domeni :

1. 2bl’'e ait bir hafif zincir CDR1 (SEQ ID NO:30),
CDRZ {SEQ ID NO:33), CDR3 (SEQ ID NO:36) veya bir adir =zincir
CDR1 (SEQ ID NO:12}), CDR2 (SEQ ID NO:15), CDR3 (SEQ ID NO:18);

2. AbZ2'vye ait bir hafif zincir CDR1 (SEQ 1ID
NO:31), CDRZ (SEQ ID NO:34), CDR3 (SEQ ID NO:37) wveya bir agair
zincir CDR1 (SEQ ID NO:13), CDRZ (SEQ ID NO:16), CDR3 (SEQ ID
NO:18); ve

3. Ab3’e ait bir hafif zincir CDR1 (SEQ ID NO:32),
CDRZ (SEQ ID NO:35), CDR3 (SEQ ID N0:38) wvevya bir afir zincir
CDR1 (SEQ ID NO:14), CDR2 (SEQ ID NC:17), CDR3 (SEQ ID NO:20).
Baz1i uygulamalarda niikleik asit, SEQ ID NO:53 wveya SEQ ID
NO:54"'de belirtilen amino asit sekansini igeren bir polipeptidil
kodlar.
Baz1 uygulamalarda nikleik asit, SEQ ID NO:50, SEQ ID NO:51 veya

SEQ ID NO:52'de belirtilen aminc asit sekansini iceren Dbir
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polipeptidi kodlar.

Tercih edilen uygulamalarda nlikleik asit wveya izole edilmis
niitkleik asit tarafindan kodlanan polipeptit, OSMR’yi badlayan
bir antijen badlayicl proteinin bir bilesenidir.

Nikleik asitlerin izolasyonu igin problar veya primerler olarak
veya veri tabani aramalari ig¢in sorgu sekanslari c¢larak
kullanilacak burada tarif edilen niikleotit sekanslari, amino
asit sekanslarindan “gerivye dofdru translasyon" vyoluyla veya
kodlayici DNA& sekansinin tanimlandidi polipeptitler ile birlikte
amino asit ©Ozdeglik bélgelerinin tanimlanmasi yoluyla elde
edilebilir. TIyi bilinen polimeraz =zincir reaksiyonu (PCR)
prosediri, bir O0OSMR antijeni badlayici proteini wveya OSMR
antijeni bagdlayici protein polipeptidi fragmanlarindan olusan
arzu edilen bir kombinasyonu kodlayan bir DNA sekansini izole
atmek ve amplifiye etmek igin kullanilabilir. DNA

fragmanlarindan olusan kombinasyonun arzu edilen ug¢larini

tanimlayan oligonlikleotitler, 5" ve 3' primerleri olarak
kullanilar. Oligoniikleotitler ayrica, DNA fragmanlarinin
amplifiye kombinasvyonlarinin bir ekspresyon vektdrine

yerlestirilmesini kolaylastirmak ic¢in kisitlama endoniikleazlara
i¢in tanima alanlari igerebilir. PCR teknikleri, Saiki ve dig.,
Science 239:487 (1988); Recombinant DNA Methodology, Wu ve dig.,
eds., Academic Press, Inc., San Diego (1989), s. 189-196 ve PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et. al.,
eds., Academic Press, Inc. (1990) vavinlarinda tarif edilmistir.
Bulusun niikleik asit molekiilleri, tek iplikli wveya ¢ift iplikli
formda DNA ve RNA ve ayrica ilgili tamamlayici sekanslari igerir.
DNA, &rnedin cDNA, genomik DNA, kimyasal olarak sentezlenmis
DNA, PCR ile amplifivye edilmis DNA ve bunlarain kombinasyonlarini
igerir. Bulusun nikleik asit molekillleri, tam uzunluklu genleri
veya ¢cDNA molekiillerini ve ayrica bunlarin fragmanlarindan
olusan bir kombinasyonu ig¢erir. Bulusun nlkleik asitleri,
tercihen insan kaynaklarindan tiretilir, ancak mevcut bulus
insan olmayan tirlerden tiiretilenleri de igerir.

Bazi uygulamalarda bulusun niikleik asitleri, izocle edilmis
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nikleik asitlerdir.

Bir “izole  edilmig ntkleik asit”, dogal olarak olusan
kaynaklardan izole edilmis niikleik asitler sdz konusu oldudunda,
nitkleik asidin izole edildigi organizmanin genomunda mevcut
bitisik genetik sekanslardan ayrilmis bir nikleik asittir. Bir
sablondan enzimatik c¢larak wveya kimyasal olarak sentezlenen
nikleik asitler, &rnedin PCR Uriunleri, cDNA moleklilleri veya
drnedin oligoniikleotitler sdz konusu oldudunda, bu prosesler
scnucu elde edilen nikleik asitlerin izole edilmis niukleik
asitler oldugu anlasilir. Tzole edilmis bir niikleik asit
molekilil, ayri bir fragman formunda veya daha biiyiik bir niikleik
asit vapisinin bir bilegeni olan bir nikleik asit melekiiliini
ifade eder. Tercih edilen bir uygulamada nlikleik asitler,
kontamine edici endojen matervallerden biylik &lciide ariniktir.
Niikleik asit molekilld tercihen, bliylik &l¢ide saf formda ve
standart Dbiyokimyasal ydntemlerle Dbilesenlerinin niikleotit
sekanslarinin tanimlanmaszi, manipiilasyonunu ve geri
kazanilmasini saglayan bir miktar veya konsantrasyonda en az bir
kere 1zole edilmis DNA veya RNA'dan tliretilmigstir (&rnedin
Sambrook ve did., Molecular Cleoning: A Laboratory Manual, 2.
baski, Ccld Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harber, NY
(1989) vayininda tarif edilen sekilde}). Bu sekanslar tercihen,
tipik olarak Okaryatik genler bulunan dahili translasyona
ugratilmamis sekanslarla veya intrenlarla kesintive udratilmamis
bir acgik okuma c¢cercevesi formunda sadlanabilir ve/veya
vapllandirilir. Translasyona udratilmamis DNA sekanslari, agik
bir okuma c¢ergevesinde 5’ ucunda veya 3’ ucunda olabilir ve
kodlama bdlgesinin manipiilasyeonuna veya 1fadesine midahale
etmez.

Mevcut bulug ayrica, orta diuzeyde siki kogullar altinda ve daha
¢ok tercihen yliksek diizeyde siki kosullar altinda burada tarif
edilen OSMR antijen proteinlerini kcdlayan nilkleik asitlere
hibridize olan nikleik asitleri veya 1izole edilmis nikleik
asitleri icerir. Hibridizasyon kosgullarinin se¢imini etkileyen

temel parametreler ve uygun kosullarini belirlenmesine yénelik
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talimatlar, Sambrook,, Fritsch wve Maniatis (1989, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., bdlim ¢ wve 11; wve Current
Prctocols in Molecular Biclogy, 1895, Ausubel ve dig., eds.,
John Wiley & Sons, Inc., bdlimler 2.10 ve 6.3-¢.4) yvayinlarinda
yer alir ve teknikte yetkin kisilerce, Ornedin DNA'nin uzunludu
ve/veya baz bilegimini baz alinarak kolaylikla belirlenebilir.
Crta diizeyde si1ki kosullara ulasmanin bir vyolu, 5 x S$S8C, %0,5
sps, 1,0 mM EDTA (pH 8,0) ig¢eren bir on yikama ¢dzeltisi,
vaklasik %50 formamit, 6 x S$SSC'lik hibridizasyon tamponu ve
yaklasik 55 C derecelik bir hibridizasyon sicakligdr (veya
drnedin vaklasik 42 C derecelik bir hibkridizasyon sicaklidivyla
birlikte yaklasik %50 formamit igeren baska benzer hibridizasyon
cozeltileri}) wve 0,5 x SSC, 30,1 8SDS iginde vyaklasik 60 C
derecelik yikama kosullarini ig¢erir. Yiksek diazeyde sik1
kosullar genel olarak, yukarida yer alan hibridizasycn sartlara
olarak tanimlanir, ancak yaklasik 68 C derecede 0,2 x S35C, %0,1
SDS ile yikanair. SSPE (1xSSPE, 0,15M NaCl, 10 mM NaH.sub.2
PO.sub.4 ve 1,25 mM EDTA, pH 7,4’ tir) S3C (1xS5sC, 0,15M NaCl ve
15 mM sodyum sitrattir) icin hibridizasyon ve yikama tamponlara
ig¢inde ornatilir; hibridizasyon tamamlandiktan sonra yikamalar
15 dakika boyunca gerceklestirilir. Yikama sicaklidi ve yikama
tuzu konsantrasyonun, teknikte yetkin kisilerce bilindidi izere
veya asafida tarif edildidi izere hibridizasvon reaksivonlarini
ve dubleks stabilitesini diizenleyen temel prensiplerin
uygulanmasiyla istenilen sikilik derecesine ulasmak 1i¢in
gerektidi sekilde ayarlanabilecedin anlasilmalidir (bkz. &rn.
Sambrook wve did., 1989). Bir nitkleik asidi bilinmeyen bir
sekansin bir hedef niikleilik asidine hibridize ederken hibrit
uzunlugunun hibridize edici niikleik asidin uzunludgu kadar oldugu
varsayilir. Bilinen sekansin nlUkleik asitleri  hibridize
edilirken, hibrit uzunludu nlkleik asitlerin sekanslarinin
hizalanmasiyla ve optimal sekans tamamlayici bdlgesinin veva
bélgelerinin tanimlanmasiyla belirlenebilir., Uzunludu 50 Dbaz

ciftinden kisa o¢lmasi beklenen hibritler ic¢in hibridizasyocn
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sicaklidi, hibritin erime sicaklidindan (Tm) 5 ila 10 C derece
daha az olmasi gerekir ve burada Tm, asadidaki denklemlere gbre
belirlenir. Uzunludu 18 baz ¢iftinden daha az olan hibritler
igin Tm (C derece) = 2(A + T bazlarinin %) + 4(#G + C bazlarinin
#). Uzunludu 18 bhaz c¢iftinden fazla olan hibritler igin Tm (C
derece} = 81,5 + 16,6 (logis [Na*]) + 0,41(% G + C)-(600/N), burada
N, hibritteki baz saylsini Ve [Na*] ise hibridizasyon
tamponundaki sodyum ivonlarinin konsantrasyonunu ifade eder
(1lxSSC igin [Nat] = 0,165M) Tercihen her bir hirbitleyici nikleik
asit, en az 15 nikleotit ({(veya daha c¢ok tercihen en az 18
nitkleotit veya en az 20 niikleotit veya en az 25 nilikleotit veya
en az 30 nilkleotit veya en az 40 nilkleotit veva en c¢ok tercihen
en az 50 nilklectit) uzunluduna wveya hibridize oldudu mevcut
bPulusun niltkleik asidinin en az %25’1 (daha ¢ok tercihen en az
%50 veya en az %60 veya en az %70 ve en ¢ok tercihen en az %80)
kadar wuzunluda sahiptir wve hibridize oldudu mevcut bulusun
nikleik asit ile en az %¢0 seckans Ozdeslidine (daha cok tercihen
en az %70, en az %75, en az %80, en az %8l, en az %82, en az
%83, en az %84, en az %85, en az %86, en az %87, en az %88, en
az %89, en az %90, en az %91, en az %92, en az %93, en az %94,
en az %95, en az %96, en az %97, en az %98 veya en az %99 ve en
cok tercihen en az %99,5) sahiptir ve burada sekans &zdesligi,
tarif edilen sekans bosluklari en aza indirilirken cakisma wve
Hzdegligli en 1ist dlUzeye c¢ikarilacak sekilde hizalandidinda,
hirbitleyici niikleik asitlerinin sekanslarinin
karsilastirilmasiyla belirlenir.

Mevcut bulusun varyantlari, genellikle teknikte 1iyi bilinen
kaset wveva PCR mutagenezi wveva diger teknikler kullanilarak
varyanti kodlayan ve ardindan burada belirtilen hiicre kiiltirinde
rekombinant DNA’y1 1ifade edilen DNA’y1 lUretmek 1i¢in antijen
baglayici proteini kodlayan DNA'daki niiklecotitlerin alana o&zgi
mutagenezi ile hazirlanabilir. Ancak, yaklasik 100-150 kalintiya
sahip wvaryant CDR’lerini ig¢eren antijen badlayici protein
fragmanlari, kurulan teknikler kullanilarak in vitro sentez ile

hazirlanabilir. Asadida daha ayrintili olarak belirtilecedi gibi
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modifiye edilmis dzelliklere sahip varyantlar da secgilebilmesine
ragmen, varyantlar tipik olarak, dodal olarak olusan analog ile
ayni niteliksel biyolojik aktivite, ©&rnedin OSMR’'ye badlanma
sergiler.

Teknikte vetkin kisilerce takdir edilecedi izere, genetik kodun
dejenerasyonu nedeniyle, mevcut bulusun CDR’lerini (ve antijen
baglayic1i proteinin agar ve hafif =zincirleri veya dider
bilesenlerini) kedlavyan cok fazla gsavyida niikleik asit
vapilabilir. Bu nedenle Dbelirli bir aminc asit sekansini
tanimlandiktan sonra teknikte yetkin kisiler, kodlanan proteinin
amino asit sekansini dedistirmeyecek sekilde bir veya daha fazla
kodon sekansinin basit bir gsekilde modifive edilmesivyle herhangi
bir sayida farkli nilkleik asit vyapabilir.

Mevcut bulus avrica, vyukaridaki gibi en az bir poliniikleotit
igceren plazmitler formunda ifade sistemleri ve yapilar, ifade
vektdérleri, transkripsiyon veya 1ifade kasetleri sadlar. Ek
olarak bulus, bu ifade sistemlerini vevya vapilarini iceren konak
hiicreler sadlar.

Herhangi bir konak hiicrede kullanilan ifade vektdrleri tipik
olarak, plazmit bakimina ve eksojen nikleotit sekanslarinin
klonlanmasi ve ifade edilmesine y&nelik sekanslar igerir.
Topluca “yan  sekanslar” olarak adlandirilan sdz  konusu
sekanslar, belirli uygulamalarda agagidaki niikleotit
sekanslarinin bir veya daha fazlasini igerecektir: bir promotér,
bir veya daha fazla glg¢lendirici sekans, bir replikasyon kdkeni,
bir transkripsiyon sonlandirma sekansi, bir verici ve alica
birlestirme alani iceren bir tam intron sekansi, polipeptit
sekresyonu ic¢in bir lideri kodlavan bir sekans, bir zribozom
baglanma alani, bir poliadenilasyon sekansi, ifade edilecek
polipeptidi kodlayan niikleik asidin yerlestirilmesi ig¢in bir
polibaglayici bélgesi ve secgilebilir bir markdr elemani. Bu
sekanslarin her biri asadida tartisilmistair.

Istede bagli olarak vektdr, bir “etiket” kodlayici sekans, baska
bir deyisle OSMR antijeni baglayici protein kodlayici sekansin

5’ we 3" ucunda bulunan bir oligoniikleotit molekiilil igerebilir;
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stz konusu oligonlkleotit sekansi, polyHis (Ornedin hexaHis)
veya FLAG, HA (hemaglutinin influenza virlisi) veya ticari olarak
temin edilekilen antikcrlar igin mevut myc giki baska bir
“etiket”i kodlar. Bu etiket, tipik olarak polipeptidin ifadesi
Urerinde polipeptide kaynastirilir ve afinite saflastirmasi veya
konak hiicreden CSMR antijeni badlayicil prcteinin saptanmasi ig¢in
bir arac¢ olarak kullanilabilir. Afinite saflastirmasi, &rnedin
bir afinite matrisi colarak etikete karsi antikorlar kullanilarak
koleon krematografisi yoluyla gerceklestirilebilir. Istede bagla
olarak etiket, daha sonra saflastirilan OSMR antijeni baglayici
proteinden &rnedin bdélinmeye yonelik belirli peptidazlar
kullanilarak c¢esitli vollarla cikarilabilir.

Yan sekanslar, homolog (konak hlcre 1ile ayni tlrden ve/veya
sustan), heterolog (konak hlicrenin tirinden veya susundan baska
bir tirden), hibrit (birden daha fazla kaynaktan elde edilen bir
yan sekans kombinasonu), sentetik wveya natif olabilir. Bu
sekilde bir vyan sekansain kaynadi, van sekansain konak hiicre
mekanizmasinda fonksiyonel olmasi ve konak hilicre mekanizmasi
tarafindan aktive edilmesi kaydivla, herhangi bir prokoryatik
veya OGkaryotik organizma, herhangi bir omurgali veya omurgasiz
organizma veya herhangi bir bitki olakilir.

Mevcut bulusun vektérlerinde yararli yan sekanslar, teknikte iyi
bilinen bkirkag¢ vdntemden herhangi biri ile elde edilebilir.
Burada vararli van sekanslar tipilik olarak, haritalama ve/veva
kisitlayici endoniikleaz sindirimi ile daha &nce tanimlanmistir
ve bu nedenle uygun kisitlayici endoniikleazlar kullanilarak
uygun doku kaynadindan izole edilebilir. Bazi durumlarda bir yan
sekansin tam nikleotit sekansi bilinebilir. Burada s&z konusu
van sekans, nlkleik asit sentezi veva klonlamasi i¢in burada
tarif edilen ydntemler kullanilarak sentezlenebilir.

Yan sekansin tamaminin mi ya da sadece bir kisminin mi bilindidi,
polimeraz zincir reaksiyonun (PCR) kullanilmasiyla ve/veya bir
gencmik kitiiphanenin ayni veya baska bir tirden elde edilen bir
oligoniikleotit ve/veya yan sekans fragmani gibi uygun bir prob

ile taranmasiyla Dbelirlenebilir. Yan =zincirin bilinmemesi
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durumunda, bir yan zincir igeren DNA'nin bir fragmani, ornedin
bir kodlama sekansi, hatta baska bir gen veya genler igerebilen
daha biiyik bir DNA parcasindan izole edilebilir. Izolasyon,
uygun DNA fragmanini f{iretmek ig¢in kisitlayici endonilikleaz
sindirimi yoluyla ve ardindan agaroz Jjel saflastirma, Qiagen®
kolon kromatografisi (Chatsworth, CA) ve teknikte yetkin
kigsilerce bilinen basgka ydontemler kullanilarak gergeklestirilir.
Bu amaci gercgeklestirmek icin uygun enzimlerin secimi, teknikte
vetkin kigsilerce kolayca anlasilacaktir.

Bir replikasyon kokeni tipik olarak ticari olarak satin alinan
prokaryotik ifade vektdrlerinin bir parcasidir ve sdz konusu
kéken, bir konak hiicrede wvektdrin amplifikasyonuna vyardimci
olur. Secilen vektdriin bir replikasyon alan kdkenini icermesi
halinde, bilinen bir sekansa bagli olarak kimyasal olarak
sentezlenebilir ve vektére baglanir. Ornedin plazmit pBR3227den
elde edilen replikasyon kdkeni (New FEngland Biolabs, Beverly,
MA), en cok gram negatif bakteriler icin uygundur ve cegitli
viral kokenleri (6rn. SVvV4Q, polyom, adenovirliis, vesikliler
stomatitus virlasu (VSV) vevya HPV vevya BPV gibi
papillomavirtsleri) memeli hiicrelerde klonlama vektdrleri igin
yararlidair. Genel olarak memeli ifade vektorleri ig¢in
replikasyon bileseninin koékeni gerekmez (&rnedin, SV40 kdkeni
genellikle, valnizca virids erken promcectdri icermesinden dolayi
kullanilzir).

Bir transkripsiyon sonlandirma sekansi, tipik olarak Dbir
polipeptit kodlama bdlgesinin 37 ucuna yerlestirilir ve
transkripsiyonu sonlandirmaya yarar. Prokaryotik hiicrelerde bir
transkripsivon sonlandirma sekansi genellikle, ardindan bir
poly-T sekansli gelen G-C bakimindan zengin bpir fragmandir.
Sekans, bir kitiiphaneden kolayca klonlanirken veya bir vektdrin
parcasi olarak ticari olarak satin alainirken, ayni =zamanda
burada tarif edilenler gibi nltkleik asit sentezine yénelik
yéntemler kullanilarak kolaylikla sentezlenebilir.

Segilebilir bir markér gen, seg¢ici Dbir kiltir ortaminda

biilyiitiilen bir konak hilicrenin sadkalmasi ve biylmesi ig¢in gerekli
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olan bir proteini kodlar. Tipik sec¢im markdri, (a) prokaryotik
konak hiicreler ig¢in antibiyotiklere vya da diJer toksinlere,
drnedin ampisilin, tetrasiklin vevya kanamisine direncg
kazandiran, (b) hiicrenin oksotrofik yetmezliklerini tamamlayan
va da (c) kompleks veya tanimlanan ortamda mevcut clmayan kritik
besin maddelerini sagdlayan proteinleri kodlar. Spesifik
secgilebilir markdrler, kanamisine direncli gen, ampisiline
direncli gen wve tetrasikline direncli gendir. Faydali olmasi
aglisindan, neomisine diren¢li bir gen ayrica, prokaryotik wve
dkaryotik konak hicrelerde se¢im i¢in kullanilabilir,

Tfade edilecek geni amplifiye etmek ig¢in dider secilebilir
genler kullanilabilir. Amplifikasyon, blylime ve sadkalim icin
kritik olaran bir proteinin iiretilmesi ig¢in gerekli genlerin,
ardisik Jjenerasyon rekombinant  hilcrelerin kromozomlarinda
birbirinin arka sira tekrarlandidi bkir siirectir. Memeli hiicreler
igin uygun seg¢ilebilir markdr Ornekleri arasinda, dihidrofolat
rediiktaz (DHFR} wve promotdr icermeyen timidin kinaz genleri
bulunur. Memeli hiicre transfcrmantlara, valnizca
transformantlarin, vektdérde bulunan secgilebilir gen savesinde
hayatta kalabilmek ig¢in benzersiz bir sekilde adapte edildigi
secim basinci altina yerlestirilir. Secg¢im basinci, déniistiiriilen
hiicrelerini ortamdaki seg¢im maddesinin konsantrasyonunun art
arda arttirildidir kosullar altinda kiiltiirlenmesivyle uygulanir ve
béylece OSMR pclipeptidine badlanan bir antijen badlavica
protein antikoru gibi sec¢ilebilir genin wve baska bir geni
kodlayan DNA’nin amplikasyonuna neden olur. Sonug¢ c¢larak bir
OSMR antijeni badlayici protein gibi yliksek miktarda bir
protein, amplifive DNA'dan sentezlenir.

Bir ribozom baglanma alani genellikle mRNA’nin tTranslasycnun
baslatilmasi 1ig¢in gereklidir wve bir Shine-Dalgamo sekans:
(prokaryotlar) veya bir Kozak sekansa (dkaryotlar) ile
karakterize edilir. Eleman tipik olarak, promotdre gdre 3’
ucunda ve ifade edilecek kodlama sekansina gdére 5’ ucunda yer
alir. Belirli uygulamalarda bir veya daha fazla kodlama bdlgesi,

bir dahili ribozom badlama alanina (IRES) islevsel olarak
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badlidir ve be bdylece bir tek RNA transkriptinden iki acik okuma
cercevesinin translasyonunu olanak saglar.

Bir oOkaryotik konak hiicre ifade sisteminde glikozilasyonun
istendidi bazi durumlarda, glikozilasyonu veya verimi arttirmak
igin g¢esitli &n veyea prosekanslar manipiile edilebilir. Ornedin
belirli bir sinyal peptidinin peptidaz bdlinmesi dedistiriebilir
veya aynil zamanda glikozilasyonu da etkileyebilen prosekanslar
eklenebilir. Son protein {iriintd, (matir proteinin birinci amino
asidine gdre) -1 pozisyonunda tamamen uzaklastirilmamis olan
ifadeye &6zgl bir wveya daha fazla ilave amino asit igerebilir.
Ornedin son protein {rini, peptidaz béliinme alaninda bulunan
amino ucuna badli bir wveya iki amino asit kalintisina saship
olabilir. Alternatif olarak bazi enzim b&linme alanlarinin
kullanilmasi scnucunda, sdz konusu enzimin matlir polipeptit
igindeki bu alanda kesmesi durumunda, istenilen pclipeptidin
hafifge kesilmis formda olmasina neden olur.,

Bulusun ekspresyon ve klonlama wvektdrleri tipik olarak, konak
organizma tarafindan taninan ve OSMR antijeni kbadlayici proteini
kodlavyan molekille islevsel olarak bagla bir promotor
icerecektir. Promotérler, (genellikle 100 ile 1000 bp
arasindaki) vyapisal bir genin transkripsiyonun kontrol eden
yvapisal genin baslangi¢ kodonunun yukarisinda (5’ ucunda)
bulunan transkripsiyona udramamis sekanslardir. Promotdrler
geleneksel olarak iki sinifa avrilir: indiklenebilir promotdrler
ve konstitiitif promotérler. Indiiklenebilir promotérler, kiiltir
kosullarindaki bazi dedisimlere, ornedin bir besinin varlidina
veya yokluduna vya da sicakliktaki bir dedisime yanit olarak
koentrolil altindaki DNA’dan vyilksek sevivelerde transkripsivyonu
baglatir. Dider yandan konstitutif promotdrler, islevsel clarak,
baska bir deyisle gen ifadesi iizerinde ¢ok az kontrol ile veya
hig¢ kontrol olmaksizin badli olduklari geni esit bir sekilde
transkribe eder. (Cesitli potansiyel konak hiicreler tarafindan
taninan ¢ok sayida promotdr iyi bilinir. Uygun bir promotdr,
promotdrin kisitlayici enzim sindirimi ile kaynak DNA'dan

cikartilmasiyla wve istenilen promoctdér sekansinin vektdre
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yerlestirilmesiyle bulusun bir OSMR antijeni baglayici
proteinini igeren adir =zinciri veya hafif =zinciri kodlayan
DNA'ya islevsel olarak baglidir.

Maya k&ékenli konaklar ile kullanilmaya uygun promotdrler de
teknikte iyvi  bilir. Mavya kdokenli  guglendiriciler, maya
promotérleriyle birlikte fayda saglayacak bir bigimde
kullanilair. Memeli konak hicrelerle kullanilmaya uygun
promoté&rler iyl bilinir wve bu prometdrler arasinda, bunlarla
sinirli olmamak Uzere, polyom virist, kus ¢igek hastaliga
virisl, adenoviris (&rnedin Adenoviriis 2), sigir papilom viriisi,
kug sarkom viriigil, sitomegaloviriis, bir retroviris, hepatit B
virilisii ve en ¢ok tercihen Simian Viridsid 40 (SV40) bulunur. Uygun
diger memeli promotdrler arasinda, heterolog memelil
promotdrleri, o6rnedin 1s1 sck promotdrleri ve aktin promotdrleri
bulunur.

Tlgi konusu olabilecek ilave promotérler arasinda, bunlarla
sinirli olmamak lzere, SV40 erken promotérii (Benoist ve dig.,
1981, Nature 290:304-310); CMV promotdril (Thomsen ve dig., 1984,
Proc. Natl. Acad. U.S.A. 81:659-663); Rous sarkom virlsinin 37
uzun u¢ tekrarinda bulunan promotdr (Yamamoto ve didg., 1980,
Cell 22:787-797); herpes tTimidin kinaz premotdril (Wagner ve
dig., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S5.A. 78:1444-1445);
netallotivyvonin geninden elde edilen promotdr ve dizenleyici
sekanslar (Prinster ve did., 1882, Nature 256:39-42); ve
prokaryotik promotérler, &rnedin beta-laktamaz promotérid (Villa-
Kamaroff ve dig., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:3727-
3731); veya tac promotdri (DeBoer ve did., 1983, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.5.A. 380:21-25) bulunur. Avrica doku &zgilliadi
sergileyen ve transgenik hayvanlarda kullanilmis &asagidaki
hayvan transkripsiyonel kontrol bdlgeleri de ilgil konusudur:
pankreatik asinar hilicrelerde aktif olan elastaz I geni kontrol
bélgesi (Swift wve dig., 1984, Cell 38:63%9-646; Crnitz ve dig.,
1986, Ccld Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409;
MacDonald, 1987, Hepatology  7:425-515); pankreatik  beta

hiicrelerinde aktif olan insiilin geni kontrol bélgesi (Hanahan,
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1985, Nature 315:115-122); lenfoid  hiicrelerde aktif olan
immiinoglobulin geni kontrol bdlgesi (Grosschedl ve dig., 1984,
Cell 38:647-658; Adames ve dig., 1985, Nature 318:533-538;
Alexander ve dig., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444);
testikiiler, meme, lenfoid ve mast hiicrelerinde aktif olan fare
meme timérid virlisil kontrol bdlgesi (Leder ve dig., 1986, C(Cell
45:485-495); karaciferde aktif clan albumin gen kontrol bélgesi
(Pinkert ve dig., 1987, Genes ve Devel. 1 :268-276); Karaciferde
aktif olan alfa-feto-protein geni kontrol bdlgesi (Krumlauf ve
dig., 1985, Mcl. Cell. Bicol. 5:1639-1648; Hammer ve dig., 1987,
Science 253:53-58); karaciderde aktif olan alfa l-antitripsin
geni kontrol bé&élgesi (Kelsey ve did., 19287, Genes and Devel.
1:161-171); miyeloid hiicrelerde aktif olan beta-globin geni
kontrol bdlgesi (Mogram ve did., 1985, HNature 315:338-340;
Kollias ve dig., 1986, Cell 46:89-94); beyindeki oligodendrosit
hiicrelerinde aktif olan miyelin temel protein geni kontrol
bBdlgesi (Readhead ve dig., 1987, Cell 48:703-712); iskelet
kasinda aktif olan miyosin hafif zincir-2 gen kontrol bdlgesi
(Sani, 1985, Nature 314:283-286); ve hipotalamusta aktif olan
gonadotropik salgilatici hormon geni kontrecl bdlgesi (Mason ve
dig., 1986, Science 234:1372-1378).

Bir gig¢lendirici sekans, daha yiiksek O&karyotlar tarafindan
bulusun kir O0OSMR antijeni badlavici proteinini igeren hafif
zincir wveva adir zinciri kodlayan DNA’'nin transkripsiyonunu
arttirmak icin vektore verlestirilir. Guclendiriciler,
transkripsiyenu arttirmak i1g¢in bhir promotdrii etkileyen,
genellikle vaklasik 10-300 kp unzunludundaki cis-etkili
elemanlardir. Giclendiriciler, transkripsivon birimine gdre hem
57 ucundakl hem de 3’ ucundaki pozisyonlarda bulmasindan dolayai
nispeten oryantasyon ve pczisyondan badimsizdair. Memeli
genlerinden elde edilebilen c¢esitli gliclendirici sekanslari
bilinir {(&rn. globin, elastaz, albimin, alfa -feto-protein ve
insilin). Ancak tipik olarak bir virtsten elde edilen bir
giiglendirici kullanilair, S5V4Q giiglendiricisi, sitomegaloviris

erken promotdr giliiglendiricisi, polyom giglendircisi ve teknikte
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bilinen adenoviriis gluglendiricileri, o¢karyetik promotérlerin
aktivasyonuna yénelik brnek niteligindeki giglendirici
elemanlardir. Bir giliglendiririci, bir wvektdr ic¢erisinde bir
kodlayici sekansa gdre 5’ veya 3’ ucuna verlestirilebilirken,
tipik olarak promotdrden 5’ ucundaki bir alana vyerlestirilir.
Uygun natif veya heterelog bir sinyal sekansini (lider sekans
veya sinyal peptidi) kodlayan bir sekans, antikorun hicre diszi
salgilanmasini arttirmak icin bir ifade vektédrilne dahil
edilebilir. Sinval peptidinin veya liderinin secimi, antikorun
iretilecedi konak hiicrelerin tiuriine baglaidir ve heterclog bir
sinyal sekansi, natif sinyal sekansinin yerini alabilir. Memeli
konak hiicrelerde iglevsel sinval peptit Ornekleri arasinda
asagidakiler bulunur: US Patent No. 4,965,195 te tarif edilen
interldkin-7"ye (IL-7) y&nelik sinyal sekansi; Cosman ve dig.,
1984, Nature 312:768"'de tarif edilen interldkin-2 reseptdrine
yénelik sinyal sekansi; EP Patent No. 0367 566’da tarif edilen
interldkin-4 reseptéri sinyal peptidi; U.S. Patent No.
4,968,607'de tarif edilen tip I interldkin-1 reseptdril sinval
peptidi; EP Patent No. 0 460 846'da tarif edilen tip 1II
interldkin-1 reseptdrl sinyal peptidi.

Vektdr, konak hilcre genomuna entegre edildidinde i1fadeyi
kolaylastiran bir veya daha fazla eleman icerebilir. Bunlar
drnek olarzk, bir EFASE elemani (Aldrich ve dig. 2003 Bictechnol
Prog. 19:1433-38) ve bir matris Dbadlama bdlgesi (MAR)
verilebilir. MAR' lar, kromatinin vapisal organizasyonuna
aracilik eder ve entegre edilmig vektdrll “pozitif” etkisinden
yalitabilir. Dolayisiyla vektérlerin stabil transfektanlar
olusturmak ig¢in kullanilmasi durumunda MAR’lar ©&zellikle
vararlidir. Teknikte <g¢ok sayida dodal ve sentetik MAR igeren
niitkleik asit Dbilinir (rnedin U.5. Pat. No. 6,239,328,
7,326,567; 6,177,612; 6,388,066; 6,245,974; 7,259,010;
6,037,525; 7,422,874; 7,129,062} .

Bulusun ifade vektdrleri, ticari olarak temin edilebilen bir
vektdr gibi  bir baslangig vektdrinden olusturulabilir. Bu

vektdrler, istenilen yan sekanslarin tlminid icerebilir wveya
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icermeyebilir. Burada tarif edilen van sekanslardan birinin veya
daha fazlasinin vektdrde hali hazirda mevcut olmamasi durumunda
bu sekanslar tek tek elde edilebilir ve vektdre badlanabilir.
Yan zincirlerin her birinin elde edilmesine y&énelik yodntemler
teknikte yetkin kisilerce iyi bilinir.

Vektdr olusturulduktan ve bir OSMR antijen badlayici sekans:
igeren bir hafif zinciri, bir afdir zinciri veya bir hafif zincir
ve bir air zinciri kodlavan bir nilkleik asit molek{ilil vektdrin
uygun alanina vyerlesgtirildikten sonra, tamamlanan vektdro,
amplifikasyon ve/veya polipeptit ifade ig¢in uygun bir konak
hiicreye yerlegtirilir. Bir OSMR antijeni badlayici protein igin
bir ifade vektdrinin secilen bir konak hilcrevye déniistirilmesi,
transfeksiyon, enfeksiyon, kalsiyum fosfat birlikte ¢dkeltmesi,
elektroporasyon, mikroenjeksiyon, lipofeksiyon, DEAE-dektran
aracili: transfeksiyon gibi iyi bilinen ydntemlerle veya bilinen
bagka tekniklerle gergeklegtirilebilir. Secilen yéntem kismen,
kullanilacak konak hiicre tipinin bir fonksiyonu olacaktir. Séz
konusu yontemler ve didger uygun yodntemler, teknikte vyetkin
kigilerce bilinir ve &rnedin vukarida yer alan Sambrook ve did.,
2001 vayininda ortaya konmustur.

Uygun kosullar altinda kiiltirlendidinde bir konak hiicre, (konak
hilcrenin séz konusu proteini ortama salgilamasi halinde) kiltir
ortamindan veva (proteinin salgilanmamis olmasi halinde)
dogrudan proteini idreten konak hiicreden art arda toplanabilen
bir OSMR antijen badlanma proteinini sentezler. Uygun bir konak
hilcrenin secilmesi, &rnedin istenilen ifade dilzeyleri, aktivite
(6rnedin glikczilasyon veya fosforilasyon) 1igin istenen veya
gerekli polipeptit modifikasveonlari ve bivolojik olarak aktif
Pir molekille katlanma kolayligi gegitli faktdrlere baglidir. Bir
konak hiicre, &Gkaryotik veya prokaryotik olabilir.

Ifadeye vyénelik konaklar oclarak mevcut memeli hiicre hatlar:
teknikte iyi bilinir wve bu hilcre hatlari, arasinda bunlarla
sinirli olmamakla lzere, Amerikan Tipi Kiltir EKcleksiyonundan
(ATTC: American Type Culture Collection) temin edilebilen

Hlimsiizlestirilmis hiicre hatlari bulunur ve teknikte bilinen bir
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ifade sisteminde kullanilan herhangi bir hiicre hatti bulusun
rekombinant polipeptitlerini olusturmak ig¢in kullanilabilir.
Genel c¢larak konak hilicreler, 1istenen bir anti-0SMR antikor
polipeptidini kodlayan DNA’y1 iceren bir rekombinant ifade
vektori ile dénidstirilir. Kullanilabilen konak hiicreler arasinda
prokaryotlar, maya k&kenli veya daha ylksek Okaryotik hiicreler
bulunur. Prckaryctlar arasinda, &rnedin E. coli veya bacilli
giki gram negatif va da gram-pozitif organizmalar bulunur. Daha
yvilksek 0&karyotik hiicreler arasinda bdcek hilicreleri ve memelil
kdkenli yerlesik hiicre hatlari bulunur. Uygun memeli konak hiicre
hatlari ¢&rnekleri arasinda, maymun bdbrek hiicrelerinin C0S-7
hatti1 (ATCC CRL 1651) (Gluzman ve dig., 1981, Cell 23:17%), L
hiicreleri, 293 hiicreleri, Cl27 hiicreleri, 3T3 hiticreleri {ATCC
CCL 163), Cin hamsteri vyumurtalik (CHO) hlcreleri, Veggie CHO
gibi tirevleri ve serumsuz ortamda blylyen ilgili hiicre hatlara
(Rasmussen ve did., 1998, Cyvtotechnology 28: 31, HeLa
hiicreleri, BHK (ATCC CRL 10) hiicre hatlari ve McMahan ve did.,
1991, EMBO J. 10: 2821 vayininda tarif edildidi gibi Afrika yesil
maymunu bdkbrek hiicre hatti CVI‘dan (ATCC CCL 70) tuUretilen
CVI/EBNA hiicre hatti, insan embriyonik bdbrek hiicreleri, &rnedin
293, 293 EBNA veya MSR 293, insan epidermal RA431 hiicreleri, insan
Cclo205 hiicreleri, dider déniustirilmiis primat hiicre hatlari,
normal diploid hiicreleri, primer dekunun in vitro kiltirinden
tiretilen hilcre suslari, primer eksplantlar, HL-60, U937, HakK
veya Jurkat hilcreleri bulunur. Istede badli olarak HepG2/3B, KE,
NIH 3T3 or S549% gibi memeli hiicre hatlari, &rnedin cesitli sinyal
iletimi wve raportdr deneylerinde polipeptidin kullanilmasinin
arzu edilmesi durumunda polipeptit ifadesi icin kullanilabilir.
Alternatif olarak polipeptidi mava gibil daha diisik dkaryotlarda
veya bakteri gibi prokaryotlarda olusturmak mimkindir. Uygun
mayalar arasinda, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharcmyces
pombe, Kluyveromyces susu, Candida veya heterolog polipeptitlerdi
ifade edebilen herhangi bkir maya susu bulunur. Uygun bakteri
suslari arasinda, Escherichia coli, Bacillus subtilis,

Salmonella typhimurium veya heteroclog polipeptitleri ifade
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edebilen herhangi bir bakteri susu bulunur. Polipeptidin maya
veya bakteri i¢inde olusturulmasi halinde, fonksiyonel
polipeptit elde etmek lizere maya veya bakteri iginde olusturulan
polipeptidin, ©Srnedin uygun alanlarin fosforilasyonu veya
glikozilasyonu yoluyla modifiye edilmesi arzu edilebilir. Bu
kovalent badlar, bilinen kimyasal veya enzimatik yéntemler
kullanilarak gercgeklestirilebilir. S&z konusu polipeptit ayrica,
bulusun niikleik asidinin veva izole edilmis nilkleik asidinin bir
veya daha fazla bdcek ekspresyon vektori igindeki uygun kontrol
sekanslarina islevsel olarak baglanmasiyla ve bir boécek ifade
sisteminin kullanilmasiyla olusturulabilir. Baculovirus/bdcek
hiicre ifade sgistemlerine vy&nelik matervaller ve vydntemler,
Srnedin Invitrogen, San Diego, CA, U.S.A. sirketinden bir kit
(MaxBac® kitli) halinde ticari olarak temin edilebilir wve sdz
konusu yoéntemler, &rnedin Summers ve Smith, Texas Agricultural
Experiment Station Bulletin No. 1555 119871. ve Luckow ve
Summers. Bio/Technology 6:47 (1988) vayininda tarif edildigi
lizere teknikte iyi bilinir. Ayrica hiicre igermeyen translasyon
sistemleri de, burada aciklanan nilkleik asit vapilarindan
tiaretilen RNA’lar kullanilarak polipeptitler oclusturmak lzere
kullanilabilir. Bakteri, mantar, maya ve memeli hiicre konaklari
ile kullanilmaya yénelik uygun klonlama ve ifade wvektérleri,
Pouwels ve dig. (Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier,
New York, 1985) vayininda tarif edilir. Bulusun bir nikleik
asidini veya 1zole edilmis bir nikleik asidini ig¢eren, tercihen
en az bir ekspresyon kontrol sekansina islevsel olarak badli bir
konak hiicre, bir “rekombinant konak hiicre”dir.

Belirli uvygulamalarda hilicre hatlari, hangi hiicre hzatlarinin
yvilksek i1fade diizevlerine sahip oldudunun ve hangi hicre
hatlarinin OSMR baJlama &6zelliklerine sahip antijen badlayica
proteinlerini yapisal olarak Urettiginin belirlenmesiyle
segilebilir. Baska bir uygulamada, kendi antikorunu lUretmeyen,
ancak heterclog bir antikor lUretebilen ve salgilayabilen B hiicre

soyundan gelen bir hiicre hatti secilebilir,.
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Hicre Tiketen OSMR antijeni badlayici Proteinler

Tercih edilen uygulamalarda OSMR antijeni baglayici protein,
OSMR’ye baglanir ve 0OSM ve/veya IL-31 baglanmasini inhibe eder
ve bdylece OSMR ifade eden hiicrelerde 0OSM ve/veya 1L-31 aracila
sinyallemeyi azaltir. Ancak belirli uygulamalardz OSMR antijeni
badlayici protein, OSMR’yi badlar ve bir OSMR ifade eden hiicreyi
tiketmek Uzere hedefler. Cegitli gdrunimlerde OSMR antijeni
baglayici protein, 0OSM ve/veya IL-31 badlanmasini inhibe eder ve
CSMR hiicresini tiuketmek ilzere hedefler.

Hiicre titketen OSMR antijeni baglayici proteinler, OSMR ifadesi
ile 1iliskili hastalaiklarain wveya bozukluklarain, &rnedin bir
otolmmiln hastalidin, inflamatuar hastalifin, hicre disi matris
birikmesi wveya yeniden modellemesi ile iliskili bir hastalik
veya bozukludun veya bir OSMR ifade eden tumdriin tedavi edilmesi
ig¢in 6zellikle yararlidir. Antijen baglayici proteinler, &érnedin
antikorlar igeren hiicrelerin hedeflenmesine y&nelik y&ntemler
teknikte iyi bilinir. Ornek nitelidindeki uygulamalar asadida
tartisilmistar.

Antikor Ilac¢ Konjligatlari

Bulusun uygulamalari arasinda antikor ilag¢ konjiugatlarai (ADC’ ler
Antibody Drug Conjugates) bulunur. Genel olarak ADC,
kemcterapdtik bir maddeye, &érnedin sitotoksik bir maddeye,
sitestatik bir maddeve, bir toksine veva radyoaktif bir maddevye
konjiige edilmis bir antikor icerir. Ilacin antikora konjuge
edilmesi ig¢in bir baglayici molekiil kullanilabilir. Teknikte,
ADC teknolcjisinde vararli cok g¢esitli badlayicilar ve ilaglar
bilinir ve mevcut bulusun uygulamalarinda kullanilakilir. (Bkz.
Usz20090028856; US2009/0274713; US2007/0031402; W02005/084390;
Ww0z2009/099728; Us5208020; US5416064; UsS5475092; 5585489;
6436931; 6372738 ve 6340701).
Baglayicilar Belirli uygulamalarda ADC, bir veya daha fazla

baglayici bilegenden olusan bir baglayici icerir. Ornek
nitelidindeki badlayici bilesenler arasinda ¢-maleimidokaproil,
maleimidopropanoil, valin-sitrullin, alanin-fenilalanin, p-

aminobenziloksikarbonil ve bkadlayici ayiraclar ile konjligasyon
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sonucu elde edilenler, drnedin bunlarla sinirli olmamak lUzere N-
stiksinimidil 4-(2-piridiltiyo) pentanoat (“"SPE"), N-
stiksinimidil 4-(N-maleimidometil) sikloheksan-1 karboksilat
(“"SMCC,"” burada ayrica “MCC” olarak da adlandirilir), ve N-
siksinimidil (4-iyodo-asetil) aminobenzoat (“SIAB”) bulunur.

Baglayicilar, “bdélinebilir (cleavable)” bir badlayici vwveya

(4

“boélinemeyen {(non-cleavable}” bir baflayici olabilir (Ducry ve
Stump, Bioconjugate  Chem. 2010, 21, 5-13). B&éliinebilir
ayiracglar, belirli ¢gevre faktdrlerine tabi tutuldudunda, &rnedin
hedef Thiicre ig¢erisine &ziumsendidinde ilaci salmasi izere
tasarlanir. B&linebilir badlayicilar arasinda asit kararsiz
baglavicilar, proteaza duyarli badlavicilar, totokararsiz
baglayicilar, dimetil baglayica veva distilfir igeren
baglayicilar bulunur. Bdlinemeyen badlayicilar, hedef hiicre
tarafindan &zlmsenmenin wve hedef Thilcre 1ig¢inde tiikenmenin
ardindan, antikorun veva ilacin en az bir amino asidivle kovalent
olarak iliskili kalmaya edilimlidir. MCC, Ornek nitelidinde
bdlinemeyen bir badlayicadir.

flaclar

Belirli uygulamalarda antikor, kemoterap&tik bir ajana konjige
edilir. Kemoterapdtik maddeler arasinda, alkilleyici maddeler,
drnedin tiyotepa ve siklofosfamid (CYTOXAN™); alkil silfonatlar
drnedin busilfan, improsiilfan wve piposilfan; aziridinler,
drnedin benzodopa, karbokuon (carboquone}, altretamin,

trietilenmelamin, trietilenfosforamit, trietilentiyofosfacramit

ve trimetilolomelamin metiirdopa ve uredopa; asetocgeninler
(6zellikle bullatasin (bullatacin) ve bullatasinon
{(bullatacinone)) dahil olmak Uzere etileniminler ve

metilamlaminler; bir kamptctesin (sentetik analodu topotekan
dahil olmak lzere); bryostatin; kallistatin; CC-1065
(adozelesin, karzelesin ve bizelesin sentetik analoglari dahil
olmak {Ulzere); kriptofisinler (6zellikle kriptefisinler 1 ve
kriptofisinler 8); dolastatin; duokarmisin (sentetik analoglari
KW-2189 ve CRI-TMI dahil olmak izere) ; eldterobing

pankratistatin; bir sarkodistin; spongistatin; azot hardallarzi
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Srnedin klorambusil, klomafazin, kolofosphamit, estramustin ,
ifosfamit, mekloretamin, mekloretamin oksit hidroklorir,
melfalan, novembisin, fenesterin, prednimustin, trofosfamit,
urasil hardali; nitrosiireler ornedin karmustin, klorozoctosin,
fotemustin, lomustin, nimustin, ranimustin; antibiyotikler,
Srnedgin enedin antibiyotikleri (&rnedin kalikamisin , &zellikle
kalikamisin .gamal ve kalikamisin teta I, bkz. 6rn. Angew Chem.
Intl. Ed. Engl. 33:183-186 (1994); dinemisin A dahil colmak iizere
dynemisin; bir esperamisin; ve ayrica neokarzinostatin kromcfor

ve 1lgili kromoprotein enedin antibiyetidi kromomoforlari),

aklaginomisinler, aktinomisin, autramisin, azaserin,
bleomisinler, kaktinomisin, karabisin, kaminomisin,
karzinofilin; kromemisinler, daktinomisin, dauncorobisin,

detorubisin, 6-diazo-5-okso-L-norldsin, {morfolin-dcksorubisin,
siyanomorfolindoksorubisin, 2-pirrolino-doksorubisin ve
doksidoksorubisin dahil olmak ilizere) doksorubisin, epirubisin,
esorubisin, idarubisin, marsellomisin, nitomisinler,
mikofenclik asit, nogalamisin, olivomisinler, peplomisin,
potfiromisin, puromisin, kelamisin, rodorubisin, streptonigrin,
streptozosin, tlibersitin, ubenimeks, zinostatin, =zorubisin;
anti-metabolitler, &rnedin metotreksat ve LH-florourasil (5-FU);
folik asit analoglari, 6rnedin  denopterin, metotreksat,
pteropterin, trimetreksat; plrin analoglari, drnedin fludarabkin,

6-mersaptopurin, tivamiprin, tiyoguanin; pirimidin analcglari

drnedin, ansitabin, azasitidin, 6-azauridin, karmofur,
sitarabin, dideoksiuridin, doksifluridin, encsitabin,
floksuridin, 5-FU; androjenler, brnedin kalusteron,
dromostanolon propicnat, epitiostanol, mepitiostan,

testolakton; anti-adrenaller, &drnedin aminoglutetimid, mitotan,
trilostan; folik asit takviyesi, drnedin frolinik asit;
aseglaton; aldofosfamid glikojen; aminolevulinik asit; amsakrin;
bestrabusil; Dbisantren; edatraksat; defofamin; demekeclsin;
diazikon; elfomithin; eliptinyum asetat; bir epotilon;
etoglusit; galyum nitrat; hidroksiiire; lentinan; lonidamin;

maytansinoid, &rnedin maytansin ve ansamitosimler; mitoguazon;
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mitcksantron; mopidamol; nitrasrin; pentostating; fenamed;
pirarubisin; pocdofillinik asit; 2-etilhidrazid; prokarbazin;
PSK&; razoksan; rizoksin; sizofuran; spircgermanyum; tenuazonik
asit; triazikon; 2,27, 2"-triklorotrietilamin; trikotesenler

(6zellikle T-2 toksin, wverrasurin A, roridin A ve anguidin);

uretan; vindesin; dakarbazin; mannomustin; mitobronitel;
mitolaktol; pipokbroman; gasitosin; arabinozid ("Ara-C");
siklofosfamid; tivotepa; taksoidler, drnedin paklitaksel

(TAXOL™, Bristol-Myers Skibb Oncclogy, Princeton, NJ) ve
doksetaksel (TAXCTERE®, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Fransa);
klorambusil; gemsitabin; 6-tioguanin; mersaptopurin;
nmetotreksat; platinyum analoglarzi, Srnedin cisplatin wve
karboplatin; vinblastin; platinyum; etoposid (VP-16}; ifosfamit;
mitoemisin C; mitoksantron; vinsristin; vincrelbinin; navelbkin;
novantron; teniposit; daunomisin; aminoptering kseloda;
ibandronat; CPT-11; topoisomeraz inhibitéri RFS 2000;
diflrorometilomitin {DMEQ) ; retinoik asit; kapesitabin;
yukaridakilerden herhangi birinin farmasdtik olarak kabul
edilebilir tuzlari, asitleri veya tirevleri bulunur.

Bu tanim ayrica, timdrler tzerindeki hormon etkisini diizenleyen
veya 1inhibe eden anti-hormonal maddeler, &rnedin tamoksifen,
ralcksifen, aromataz inhibitdéria 4(5)-imidazoller, 4-
hidroksitamoksifen, tricksifen, kecksifen, LY117018, onapriston
ve toremifen (Fareston) dahil olmak Uzere anti-&strojenler ve
flutamit, nitulamit, bikalutamit, léprolit ve goserelin gibi
anti-antrojenler; siRNA ve vyukaridakilerin herhangi birinin
farmasétik olarak kabul edilekilir tuzlaraz, asitleri wve
tirevlerini icerir. Mevcut bulus ile kullanilabilen diger
kemoterapdtik maddeler, US Yayin No. 20080171040 veya US Yavyin
No. 20080305044 yayinlarinda agiklanmistir.

Bir antikorun iki weya daha fazla farkli kemoterapdtik ajana
konjiige edilebildigi veya farmasdtik bir bilesim, bir antikor
karisimini igerebildi&i distunilir wve sdz konusu antikor
bilegeni, farkli: bir kemoterapdtik ajana konjilge edilmesinin

disinda &dzdestir. So6z konusu uygulamalar, c¢oklu biycolojik
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yolaklarinin bir hedef hiicre ile hedeflenmesi ig¢in vyararla
olabilir.

Tercih edilen uygulamalarda ADC, tubulin polimerizasyonu inhibe
ederek etki eden mitotik inhibitdérler olan bir veya daha fazla
maytansinoid molekiliine konjuge edilmis bir antikor icerir.
Cesitli modifikasyonlar dahil maytansingidler, US Pat. No.
3896111; 4151042; 4137230; 4248870; 4256746; 4260608; 4265814;
4294757; 4307016; 4308268; 43092428; 4313%946; 4315929; 4317821;
4322348; 4331598; 43061650;43648606; 4424219; 4450254; 4362663;
4371533 wve WO 2009/099728 vyayinlarinda tarif edilmistir.
Mavtansinoid ilag¢ pargalari, dodal kaynaklardan izole edilebilir
ve rekombinant teknoloji kullanilarak Uretilebilir veya sentetik
olarak hazirlanabilir. Ornek niteligindeki maytansinoidler
arasinda C-1%-deklcoro (US Pat No. 4256746}, C-20-hidroksi (veya
C-20-demettil) +/-C-19-deklorc (US Pabt. No., 4307016 ve 4361650),
C-20-demetoksi (veya C-20-ag¢iloksi (-QCOR}, +/-dekrolo (US Pat.
No. 4294757), C-9-3SH (US Pat. No. 4,424,219), C-ld4-alkoksimetil
(demetcksi/CH20R) (U.S. Pat. No. 4,331,588), C-l4-hidroksimetil
veya asilcoksimetil (CHZO0H wveya CHZOAC) (U.S3. Pat. No.
4,450,254y, C-15-hidroksi/aciloksi (U.S. Pat. No. 4,364,866), C-
15-metoksi (U.S. Pat. No. 4,313,946 ve 4,315,929), (C-18-N-
demetil (U.S. Pat. Noc. 4,362,663 ve 4,322,348) wve 4,5-deoksi
(U.5. Pat. No. 4,371,533) bulunur.

Maytansinoid bilesiklerinin dzerindeki gegitli pozisyonun,
istenen badlanti tirine badli olarak baglanti pozisyonu olarak
kullanilabilir. Ornedin bir ester badinin olusturulmasi igin bir
hidroksil gruplu C-3 pozisyonu, hidrozimetil ile medifiye
edilmis C-14 pozisyonu, bir hidroksil grubuyla modifive edilmis
C-15 pozisyonu ve bir hidroksil grubuna sahip C-20 pozisyonunun
hepsi uygundur (US Pat. No. 5208020, RE39151 we 6913748; US
Patent Basvuru Yayin No. 20060167245 wve 20070037972 wve WO
2009089728) .

Tercih edilen maytansincidler arasinda, DM1l, DM3 wve DM4 gibi
teknikte bilinen maytansinoidler bulunur (U$ Pat., Basvuru Yayin

No. 2008030824 ve 20050276812).
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Maytansinoidler igeren ADC’ler, bu ADC’lerin olusturulmasina
yonelik ydntemler ve bunlarin terapdtik kullanimi, US Patent No.
5208020 ve 5416064, US Pat. Basvuru Yayin No. 20050276812 ve WO
2009099728 vyayinlarinda ag¢iklanmistir. Maytansinoid ADC’ler
olusturulmzsl ig¢in vyararli baglayicilar, teknikte bilinir (US
Pat. Neo. 5208020 wve US Pat. Basvuru Yayin No. 2005016983 ve
20090274713) . Bir SMCC baglayicisi iceren maytansinceid ADC'ler,
US Pat. Basvuru Yayin No. 2005/027681l2 vayvininda =zac¢iklanan
sekilde hazirlanabilir.

Efektdr Fonksiyonu Gelistirilmis Antikorlar

Bir antikorun Fc¢ kisminin fonksiyonlarindan bkiri, antikor
hedefini badladidinda badisiklik sistemi ile iletisim kurmaktir.
Bu fonksiyona “efektdr fonksiyonu” adi verilir. Bu iletisim,
antikora badimli hilcresel sitotoksisiteye (ADCC), antikora
bagimli hilcresel fagositoza (ADCP) ve/veya tamamlayiciya badimli
sitotoksisiteye (CDC) neden olur, ADCC wve ADCP, Fg¢'nin immin
sistemi hilicrelerinin vyiizeyi lizerinde bulunan Fc reseptérlerine
baglanmasiyla aracilik edilir. CDC, Fc'nin tamamlayici sistem
proteinleri, &rnedin Clg ile baglanmasiyla aracilik edilir.

IgG alt siniflara, efektor fonksiyonlara aracilik etme
kabiliyetleri bakimindan farklilik gdsterir. Ornedin IgGl, ADCC
ve CDC'ye aracilik etmesi bakimindan IgG2 ve IgG4'ten c¢ok daha
Ustiindiir. Dolayisiyla OSMR’yi ifade eden bir hiicrenin tiketilmek
izere hedeflendidi uygulamalarda, bir anti-0SMR IgGl antikoru
tercih edilir.

Bir antikorun efektdr fonksiyonu, Fc hdélgesinde bir wveya daha
fazla mutasyonunun dahil edilmesiyle arttirilabilir wveya
azaltilabilir. Bulusun uygulamalar arasinda, efektdr
fonksiyonunu arttirmak 1i¢in tasarlanmis bir Fc'ye sahip
antikorlar bulunur (U.S. 7,317,091 wve Strohl, Curr. Opin.
Biotech., 20:685-691, 2009). Yiksek efektdr fonksiyonuna sahip
ornek niteliindeki IgGl Fc¢ melekilleri arasainda, (Kabat
numaralandirma semasina dayalil c¢larak) asadidaki ornatmalari
igerenler bulunur:

S239D/I332E
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S239D/A3305/I33Z2ZE

S239D/A330L/I332E

S298A/D333A/K334A

P247I/A339D

P247T/RA339Q

D280OH/K2908

D280H/K290S/5298D

D280H/K2905/5298V

F243L/R292P/Y300L

F243L/R292P/Y300L/P396L

F243L/R292P/Y300L/V305I/P396L

G236A/8239D/1332E

K326A/E333A

K326W/E3338

K290E/3298G/T299A

K290N/5298G/T292A

K290E/S298G/T292A/K326E

K290N/S298G/T239A/K326E
Bulusun dider uygulamalari arasinda, efektdér fonksiyvonunu
azaltmak ig¢in tasarlanmigs bir Fc'ye sahip antikorlar bulunur.
Dilsiik efektdr fonksiyonuna sahip ©&rnek nitelidindeki Fc
molekiilleri arasinda, (Kabat numaralandirma semasina dayall
olarak) aszadidaki ornatmalari icerenler bulunur:

NZ97A (IgGl}

L234A/L235A (IgGl)

V234A/G237R (IgG2)

L235A/G237A/E318A (IgG4)

H268Q/V309LA3305/A3318 (LgG2)

C2208/C226S/C2295/P238S (IgGl)

C2265/C229S5/E233P/L234V/L235A (IgGl)

L234F/L235E/P331S (IgGl)

S267E/L328F (IgGl)
IgG Fc 1dcgeren proteinlerin efektdr fonksiyonunu arttirmava
yénelik basgska bir yontem ise Fe¢ fukozilasyonunun azaltilmasidir,

Fc’yve badglanan iki antenli kompleks tip oligosakkaritlerden
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cekirdek fukozun g¢ikarilmasi, antijen baglanma veya CDC efektdr
fonksiyonunun dedistirmeksizin ADCC efektdr fonksiyonunu bilyik
olcglde arttirmistair. Fc iceren molekiillerin, drnedin
antikorlarin fukeozilasyonunun azaltilmasi veya ortadan
kaldirilmasi: ic¢in gegitli vyollar bilinir. Bunlar arasinda, FUTS
nakavt hiicre hatti, varyant CHO hatti Lecl3, sican hibridom hiicre
hatti YB2/0, spesifik olarak FUT8 genine karsi bir kicik
engelleyici RNA iceren bir hiicre hatta ve R-1,4-N-
asetilglukosaminiltransferaz III ve Golgl o-mannosidaz II'vyi
birlikte ifade eden bir hilicre hatti dahil olmak dzere belirli
memeli hiicre hatlarinda rekombinant ifadesi bulunur. Alternatif
olarak Fc icgeren molekiil, memeli olmayan bir hiicrede, &rnedin
bir bitki hicresinde, mayada veya E. c¢oli gibi prckaryotik
hiicrede ifade edilebilir. Dolayisiyla bulusun belirli
uygulamalarinda bir bilesim, bulusun disiik fukozilasyona sahip
veya tamamen fukcozilasyona sahip olmayan kir antikorunu igerir.

Farmasttik Bilesimler

Bazi uygulamalarda mevcut bulus, farmasdtik olarzk etkili
seyrelticiler, tasivyici, ¢OzlUndiricliy, emillsifive edici madde,
koruyucu madde ve/veya adjuvan 1le birlikte bulusun antijen
baglayici proteinlerden birinin veya birden fazlasinin terapétik
olarak etkili bir miktarini iceren farmasdtik bir bilesim
sadlar. Belirli uygulamalarda antijen badlayvici protein bir
antikordur. Bulusun farmasdtik bkilegimleri arasinda, bunlarla
sinirli olmamak lUzere sivi, dondurulmus veya liyofize bilegimler
bulunur.

Formiilasyon materyalleri tercihen, alicilar ig¢in kullanilan
dozajlarda ve konsantrasyonlarda toksik de&ildir. Spesifik
uygulamalarda, bir OSMR antijeni badlayici proteinin, ©&rnedin
bir OSMR Dbaglayici antiker, terapdtik olarak etkili Dbir
miktarini igeren farmasdtik bilesimler sadlanir.

Belirli uygulamalarda s6z konusu farmasdétik bilesim, Ornedin
bilesimin PH deferini, ozmolaritesini, vizkositesini,
duruludunu, rengini, 1izotonizitesini, kokusunu, sterillidini,

stabilitesini, ¢&zinme veya galinim oranini, adsorpsivyvon veva
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penetrasyonunu modifiye etmek, muhafaza etmek veya korumak icgin
formilasyon matervyallerini igerebilir. Bu uygulamalarda uygun
formillasyon malzemeleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak
Uzere, amino asitler (Ornedin glisin, glutamin, asparagin,
arginin, prelin veyva lizin); antimikrobiyaller; antioksidanlar

(drnedin askorhik asit, sodyum sulfit wveya socdyum hidrojen—

silfit); tamponlar (&rnedin borat, bikarbonat, Tris-HCI1,
sitratlar, fosfatlar wveva dider organik asitler); hacim
arttirici maddeler (drnedin mannitol wveya glisin); selatlayici
maddeler (Ornedin  etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)) ;
kompleks olusturucu maddeler (&rnedin kafein,
polivinilpirrelidon, beta-siklodekstrin veva hidroksipropil-
beta-siklodekstrin) ; dolgu maddeleri; moncsakkaritler;

disakkaritler wve digder karbohidratlar (6rnedin glikoz, mannoz
veya dekstrinler); proteinler (drnedin serum albiimin, Jjelatin
veya imminoglobilinler); renklendirici, aroma verici ve
seyreltici maddeler; emiilsifiye edici maddeler; hidrofilik
polimerler (Grnedin polivinilpirreoliden):; diisiik molekiil
a2dirlikli polipeptitler; tuz olusturucu karsi ivonlar (Hrnedin

sodyum) ; koruyucular (8rnedin benzalkonyum klorir, benzoik asit,

salisilik asit, timerosal, fentil alkol, metilparaben,
propilparaben, klorheksidin, sorbik asit veya hidrojen
peroksit); c¢dzlcller (&rnedin gliserin, propilen glikol weya
polietilen glikol); seker alkoller (Ornedin mannitol veva
sorbitol); askida tutma maddeleri; sturfaktanlar veya 1slatica
maddeler {(&rnedgin pluronikler, PEG, sorbitan esterler,
polisorbat 20 gibi pclisorbatlar, polisorbat, triton,
trometamin, lesitin, kolestercl, tiloksapal); dayaniklilik

arttirici maddeler (drnedin sakaroz veya sorbitol}; tonisite
arttirici maddeler (Ornedgin alkali metal halitler, tercihen
sodyum veya potasyum klorlir, mannitol sorbitol); aktarim
araclari; seyrelticiler; eksipyanlar ve/veya farmasotik
adjuvanlar bulunur. Bkz. REMINGTICON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES,
18, baski, (A. R. Genrmec, ed.), 19%0, Mack Publishing Company.

Belirli uygulamalarda optik tfarmasdétik bilesgsim, drnedin
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amaclanan uygulama yoluna, aktarim formatina ve arzu edilen
dozaja badli olarak teknikte yetkin kigilerce belirlenecektir
Bkz. drn. yukarida yer alan REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES.
Belirli uygulamalarda bu bilesimler, bulusun antijen badlayici
proteinlerinin fiziksel durumunu, stabilitesini, in vivo salinim
oraninli ve in vive temizlenme hizini etkileyebilir. Belirli
uygulamalarda farmasdétik bir bilegsimde primer arag vevya
tasivicil, tabiati bakimindan sulu veva susuz olabilir. Ornedin
uygun bir arag veya tasiyici, parenteral uygulama ig¢in
bilesimlerde vyaygin olan diger malzemeler ile takviye edilmis
olmasi muhtemel enjeksiyona yénelik sivi, fizyolojik salin
cozeltisi veya yapay serebrospinal sivi olabilir. Nétr tamponlu
salin veya serum alblimin ile karistirilmis salin, dier &rnek
araclardir. Spesifik uygulamalarda farmasdtik bilesimler,
vaklasik pH 7,0-8,5’1ik Tris tamponu veya vaklasik pH 4,0-
5,571ik asetat tamponu igerir ve ayrica sorbitol veya bunun uygun
bir ornatiini icerebilir. Bulusun belirli uygulamalarainda,
bulusun OSMR antijeni badlayici protein bilesimleri, istenen
saflik derecesine sahip sec¢ilen bilesimin liyofilize bir kek
veya bir sulu c¢dzelti formunda opsiyonel formilasyon maddeleri
(yvukarida vyer alan REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES) ile
karistirilmak suretiyle depclanmak tGzere hazirlanabilir. Ayrica,
belirli uygulamalarda OSMR antijeni baglayici protein Urini,
sukroz gibki uygun eksipiyanlar kullanilarak bir livyeofilizat
olarak formiille edilebilir.

Bulusun farmasdétik Dbilesimleri, parenteral uygulama ig¢in
secilebilir. Alternatif olarak bilesimler, inhalasyon icin veya
drnedin oral olarak sindirim kanali fizerinden uygulama icgin
segilebilir. Bu farmasdétik olarak kabul edilebilir bilesimlerin
hazirlanmasi, teknikte uzmanlik dahilindedir. Formiilasyon
bilesenleri, tercihen uygulama alani ig¢in kabul edilebilir
konsantrasyonlarda Dbulunur. Belirli uygulamalarda tamponlar,
bPilesimin fizyolojik pH dederinde veya biraz daha disiuk bir pH
dederinde, tipik olarak vyaklagik 5 ile yaklagik 8 arasinda bir

pH deferinde muhafaza edilmesi igin kullanilabilir.
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Parenteral uygulama s6z konusu oldudunda, mevcut bulusta
kullanilmavya yonelik terapdtik bilesimler, pirojensiz,
farmasétik olarak kabul edilebilir bir arag¢ icinde istenen OSMR
antijeni Dbaglayici proteini icgeren parenteral c¢larak kabul
edilekbilir sulu ¢6zelti formunda saglanabilir. Parenteral
enjeksiyon igin é&zellikle uygun bir arag, OSMR antijeni
bafglayici proteinin uygun sekilde korunmus bir steril, izotonik
cézelti olarak formile edildidi steril damitilmis su clabilir.
Belirli uygulamalarda s&éz konusu hazirlama, enjekte edilebilir
mikrokiireler, biycoclojik olarak asinabilir partikiiller, polimerik
bilesikler (&rnedin polilaktik asit wveyva poliglikeolik asit),
boncuklar wvevya lipozomlar gibi bir madde igeren istenen
molekiiliin formiilasyonunu igerebilir ve s&z konusu formillasyon,
depc enjeksivon yoluyla teslim edilebilen drinin kontrollil veva
siirekli salinimini sadlar. Belirli uygulamalarda hiyaliironik
asit de kullanilabilir wve dolagsimda uzun sire kalmasini
desteklevyen bir etkivye sahiptir. Belirli uygulamalarda implante
edilebilir ila¢ aktarim aygitlari, istenen antijen badlavica
proteini uygulamak lzere kullanilabilir.

Mevcut bulusun farmasétik bilesimleri inhalasyon igin formile
edilebilir. Bu uygulamalarda bulusun OSMR antijeni badlayica
proteinleri, fayda saglayacak bir sekilde kuru, solunabilir bir
toz halinde formile edilir. Spesifik uygulamalarda O3SMR antijeni
baglavici protein inhalasyon ¢dzeltileri, aerosol aktarim icin
bir itici ile formiile edilebilir. Belirli uygulamalarda
gdzeltiler, nebkiilize edilebilir. Dolayisiyla pulmener uygulama
ve formiilasyon yontemleri, kimyasal olarak meodifiye edilmis
proteinlerin pulmoner aktarimini tarif eden Uluslararasi Patent
Bagvuru No. PCT/US94/001875 vayininda tarif edilmistir.
Formilasyonlarin oral yoldan verilebilecedi de disuniilmistir. Bu
sekilde uygulanan OSMR antijeni bagdlayici proteinleri, tabletler
ve kapsiuller gibi kati doza] formlarinin bilegik haline
getirilmesinde geleneksel olarak kullanilan tasiyicilar ile veya
bunlar olmaksizin formiile edilebilir. Belirli uygulamalarda bir

kapsiil, gastrointestinal kanalda biyoyvararlanimin en {st

88



10

15

20

25

30

35

seviyede ve presistemik bozunmanin en disik seviyede oldudu
noktada formilasyonun aktif kismini serbest birakmak {lzere
tasarlanabilir. OSMR antijeni badlayici proteinin absorpsiyonun
keolaylastirilmasi icin ilave maddeler de bulunabilir.
Seyrelticiler, tatlandairicilar, disik erime noktalil mumlar,
bitkisel vyadglar, vadlayicilar, askida tutma maddeleri, tablet
parcalayici maddeler ve badlayicilar da kullanilabilir.

Siirekli wveva kontrollil olarak aktarma formiilasvyonlarda OCSMR
antijeni baglayici proteinlerini igeren formilasyonlar dahil
olmak fiizere d1lave farmasdétik bilesimler, 1ilgili teknidin
uzmanlarina asikardir. Lipozom tasiyicilar, biycolojik clarak
aginabilen mikropartikiiller veya gdzenekli boncuklar wve depo
enjeksiyonlari gibi siirekli veya kontrollll olarak aktarma
araclarinin formile edilmesine yodnelik teknikler, teknikte uzman
kisilerce bilinir. Bkz. &rn. farmasttik bilesimlerin aktarilmasi
igin gozenekli polimerik mikropartikiillerin kontrollil
saliniminin tarif edildidi Uluslararasi Patent Bagvuru No.
PCT/US93/00829. Stirekli salinimlz preparasyonlar,
sekillendirilmis irin formunda, Srnedin filmler veva
mikrokapsiiller formunda yari gegirgen polimer matrisleri icerir.
Siirekli salinim matrisleri arasinda peliesterler, hidrojeller,
polilaktitler (U.S. Pat. No. 3,773,919 wve Avrupa Patent
Basvurusu Yayin No. EP 058481), L-glutamik asit ve gama-etil-L-
glutamatin kopeclimerleri (Sidman ve digd., 1983, Biopolymers
2:547-556), poli (2-hidroksietil-metakrilat) (Langer ve dig.,
1981, J. Biomed.

Mater. Res. 15:167-277 ve Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105),
etilen vinil asetat (vukarida ver alan Langer ve did., 1981)
veya poli-D{-)-3-hidroksibutrik asit (Avrupa Patent Basvurusu
Yayin No. EP 133,988) bulunur. Sirekli salinimli bilesimler
ayrica, teknikte bilinen birka¢ ydntemden herhangi biri ile
hazirlanabilen lipozomlari igerebilir. Bkz. &rn. Eppstein ve
dig., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:3688-3692; Avrupa
Patent Baswvurusu No. EP 036,676; EP 088,046 ve EP 143,949,

In vivo uygulama ig¢in kullanilan farmasdtik bilesimler tipik
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olarak steril preparatlar olarak sadlanir. Sterilizasyon, steril
filtreleme membranlari icerisinden filtrelems yoluyla
gerceklestirilebilir., Bilesim liyofilize edildidinde, bu ydntem
kullanilarak gergeklestirilen sterilizasyon, liyvefilizasyon ve
sulandirmadan dnce veya sonra yapilabilir. Parenteral uygulamaya
yénelik bilesimler, liyofilize formda veya bir ¢dzelti iginde
saklanabilir. Parenteral Dbilesimler, genelde steril erigim
noktasina sahip bir kap icgerisine, &rnedin bir intravendz
sollisyon tTorbasi veya bir hipodermik enjeksiyon idnesi ile
parcalanabilen bir tipaya sahip bir viyal igine yerlestirilir,
Bulusun gdriinimleri, uluslararasi patent basvurusu WO 06138181A2
(PCT/US2006/0225%99) yayvininda tarif edilen farmasdtik bilesimler
olarak kullanilabilen bulusun OSMR antijeni baglayica
proteinlerinin kendilidinden tamponlayici formilasyonlarini
igerir,

Yukarida tarif edildidi lizere belirli uygulamalar, OSMR antijeni
baglavici protein bilesimlerini, Szellikle OSMR antijeni
baglayici proteine ek olarak bu bélimde wveya bu belgede baska
verlerde ornek olarak tarif edilenler gibi bir wveva daha fazla
eksipiyan igeren farmasdtik olarak OSMR antijeni bagdlayica
bilesimlerini sadlar. Bu baglamda eksipiyanlar, vizkositenin
ayarlanmasi gibi formilasycenlarin fiziksel, kimyasal veya
biyolojik dzelliklerinin avyarlanmasi gibi cok cesitli amaclar
ve/veya etkinlidin gelistirilmesine wveva bu formiilasyonlarin
stabilize edilmesine ydnelik bulusun prosesleri ve Ornedin
imalat, nakliye, depolama, kullanim oncesi hazirlama, uygulama
ve sonrasinda ortaya c¢ikan stresler nedeniyle bozulmaya kars:
prosesler icin mevcut bulusta kullanilabilir.

Bu badlamda, vararli protein stabilizasyonu vwve formiilasyon
materyalleri ve y&ntemleri  konusunda c¢esitli ac¢iklamalar
arasinda ©6rnedin Arakawa ve dig., "Solvent interactions in
pharmaceutical formulations," Pharm Res. 8(3): 285-91 (1991);
Kendrick ve dig., "Physical stabilization of proteins in agqueous
solution,” in: RATIONAL DESIGN OF STARBLE PRCOTEIN FCORMULATIONS:
THECRY AND PRACTICE, Carpenter wve Manning, eds. Pharmaceutical
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Biotechnology. 13: 61-84 (2002) ve Randolph ve dig.,
"Surfactant-protein interactions,” Pharm Biotechnol. 13: 159-75
(2002) bulunur ve bunlar kismen, &zellikle mevcut bulusa uygun
eksipiyanlar ve bunlarin kendiliginden tamponlayici protein
formilasyonlarina yonelik prosesler ve oOzellikle veterinerlik
ve/insan tibbi kullanimlarina yoénelik ©protein farmasdtik
Urinleri ve prosesleri ile ilgilidir.

Tuzlar, bulusun belirli uygulamalarina uygun olarak, drnedin bir
formilasyonun iyonik kuvvetini ve/veva izotonisitesini ayarlamak
igin ve/veya bilesimin bir proteinin veya baska bir bileseninin
¢cOzUnirligint ve/veya fiziksel stabilitesini bulusa uygun clarak
geligstirmek icin kullanilabilir.

Iyi bilindigi d{izere iyonlar, proteinlerin vyiizeyinde vyiiklii
kalintilarina baglanarak ve proteinde vyiiklid ve polar gruplari

koruyarak wve elektrostatik etkilesimlerin, c¢ekici wve itici

etkilegimlerin kuvvetini azaltarak proteinlerin natif
durumlarini stabilize edebilir. Iyvenlar ayrica, proteinin
denatiire durumunu Szellikle proteinin denatiire peptit

baglantilarina (--CONH) baglanarak stabilize edebilir. Bir
proteindeki yiuklili ve polar gruplarla iyonik etkilesim ayraica,
molekiiller arasi elektrostatik etkilesimleri azaltabilir ve
béylece protein agregasyonunu ve ¢odziinmezlidini &nleyebilir veya
araltabilir.

Ivonik tiirler, proteinler iizerindeki etkileri bakimindan &énemli
dHlgide farklilik gdsterir. Bulusa uygun olarak farmasdtik
bilesimlerin formille edilmesinde kullanilabilen, iyonlar ve
iyonlarin proteinler {zerindeki etkileri Dbakimindan birkac
kategorik siralama gelistirilmistir. Ivonik ve polar noniyonik
cozlicilerl ¢dzeltideki proteinlerin konformasyonel stabilitesi
Uzerindeki etkileri bakimindan siralayan Hofmeister serisi
bunlara bir &rnektir. Stabilize edici c¢dzlcliler "kosmotropik"”

olarak adlandirilir. Destabilize edici g¢oziuciler “katropik”

olarak adlandirilir. Kosmotroplar genellikle, ©proteinlerin
ctzeltiden cokeltilmesi (“salting-out”) igin yiksek
konsantrasyonlarda (6brnedin >1 molar amonyum siilfat)
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kullanilabilir. Kaotroplar vaygin olarak proteinlerin denatire
edilmesi ve/veya c¢ézindiirilmesi icin kullanilir. Iyonlarain
“salt-in"” ve “salt-out”a godre nispi etkinligini, Hofmeister
serisindeki pozisyonlarini tanimlar.

Mevcut bulusun gesitli uygulamalarina uygun olarak OSMR antijeni
badlayici protein formilasyonlarinda serbest aminc asitler,
hacim arttirica maddeler, stabilize edici maddeler ve
anticksidanlar olarak ve ayni zamanda diger standart
kullanimlarda kullanilabilir. Bir formiilasyonda proteinlerin
stabilize edilmesi di¢in  lizin, prolin, serin ve alanin
kullanilabilir. Glisin, dcgru kek vyapisini ve dzelliklerini
sadlamak i¢in livyofilizasyonda vararlidir. Arginin, hem sivi hem
de liyofilize formillasyonlarda protein agregasyonunu inhike
etmek i¢in vararli olabilir. Metionin, bir antioksidan olarak
vararladair,

Polioller arasinda &rnedin monniteol, sikroz wve sorbiyol gibi
sekerler ve ornedin gliserol ve propilen glikol gibi polihidrik
alkcller ve burada tartismak amaciyla polietilen glikol (PEG} wve
ilgili maddeler bulunur. Policller, kosmotropiktir. Proteinlerin
fiziksel ve kimyasal bozunma preoseslerinden korunmasi igin sivi
ve liyofilize edilmis formillasyonlarda vyararli stabilize edici
maddelerdir. Policller ayrica formilasyonlarin tenisitesini
ayvarlamak icin vararlidir.

Mevcut bulusun segilmis uvgulamalarinda vararli polioller
arasinda liyofilize formilasyonlarda kekin yvapisal stabilitesini
saglamak ig¢in kullanilan mannitoldir. Kekin yapisal
stabilitesini sadlar. Genel olarak bir liyoprotektan, &drnedin
sukroz ile kullanilir. Sorbitol ve slikroz, tonisiteyi avarlamava
yvonelik olarak tercih edilen maddeler arasindadir ve nakliye
sirasinda wveya imalat prosesi boyunca yiginlarin hazirlanmasi
sirasinda donma-¢bdziilme stresleri karsisinda korumak {izere
stabilizér olarak kullanilir. Glikcz wve laktoz giki (serbest
aldehit veya keton gruplari ig¢eren) indirgeyici sekerler, yizey
lizin ve arginin kalintilarini glikozile edilebilir. Bu nedenle

bunlar genel oclarak bulusa uygun olarak kullanilmaya vydnelik
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tercih edilen policoller arasinda dedildir. Ek olarak asidik
kosullar altinda fruktoz ve glikoza hidrolize edilebilen wve
sonu¢ olarak glikasyona vyol acan slikroz gibi reaktif tilirler
olusturan sekerler, bu badlamda bulusun tercih edilen poliolleri
arasinda degildir. PEG, ©proteinleri stabilize etmek ic¢in
yararlidir ve bu badlamda mevcut bulusta bir kriyoprotektan
olarak kullanilabilir.

CSMR antijeni badlavici protein formiillasyeonlarinin uygulamalari
ayrica slUrfaktanlari 1ig¢erir. Prctein molekiilleri, vyuzeylerde
adsorpsiyona ve hava-sivi, kati-s1vi ve s1vi-s1vl arayizlerinde
denatlirasyona ve sonug¢ olarak agregasyona Xkarsgsi duyarla
olabilir. Bu etkiler genel olarak protein konsantrasyonu ile
ters orantili oclarak ©&lgeklenir. Bu zararli etkilesimler
genellikle protein konsantrasyonu 1ile ters orantili olarak
dlgeklenir ve tipik clarak bir Urinin nakliyesi ve iglenmesi
sirasinda olusanlar gibki fiziksel ¢alkalanma ile siddetlenir.
Siirfaktanlar, vlizey adscrpsivyvonunu dnlemek, en az indirmek veva
azaltmak i1c¢in kullanilir. Mevcut bulusta bu bkadlamda vararla
sirfaktanlar arasinda polisorbat 20, polisorbat 80, =sorbitan
polietoksilatlarin diger yagli ast esterleri ve polcksamer 188
bulunur.

Surfaktanlar ayrica, protein konformasyonel stabilitesini
kontrol etmek ig¢in vaygin olarak kullanilir. Bu badlamda
sirfaktanlarin kullanimi, tipik olarak herhangi bkir sirfaktan,
bazi1 proteinleri stabilize ederken diderlerini destabilize
ettidl ic¢in proteine &zgldir.

Polisorbatlar, oksidatif bozunmaya duyarlidir ve temin edilirken
siklikla protein kalintisi van zincirlerinin, bzellikle

metioninin oksidasyonuna neden olan peroksitlerden veterli

miktarda igerir. Sonug olarak, polisorbatlar dikkatlice
kullanilmala ve kullanildiklarinda etkili en diisiik
konsantrasyonlarinda kullanilmalidizr. Bu baglamda
polisorbatlar, eksipiyanlarin etkili en dusuk

konsantrasyonlarinda kullanilmasi gerektidi seklindeki genel

kuralina &rnektir.
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CSMR antijeni baglayici protein formilasyonlarin uygulamalari
ayrica bir veya daha fazla antioksidan icgerir. Proteinlerin
zararli cksidasyonu, ortamdaki oksijen ve sicaklik seviyelerini
uygun dlzeylerde tutarak ve 181Ja maruz bkirakmaktan kac¢cinarak
bir dereceye kadar oOnlenebilir. Antioksidan eksgipivanlar,
proteinlerin cksidatif bozunmasini énlemek igin de
kullanilabilir. Bu Dbaglamda vyararli antioksidanlar arasainda
indirgevici maddeler, oksljen/serbest radikal tutuculari ve
selatlayici maddeler bulunur. Bulusa uyvgun olarak terapdtik
protein formllasyonlarinda kullanilmaya yénelik antioksidanlar
tercihen suda ¢dziinebilir ve aktivitelerini bir driinin raf &mri
boyunca muhafaza eder. EDTA, bu badlamda bulusa uygun olarak
tercih edilen bir antioksidandir.

Antioksidanlar proteinlere zarar verebilir. Ornedin, &zellikle
glutatyon gibi indirgeyici maddeler, molekiiller arasi distlfid
baglantilaraini bozabilir. Dolayisivyla mevcut bulusta
kullanilmava yo&nelik antioksidanlar, dider geylerin yani sira,
formiilasyonda proteinlere zarar verme ihtimallerini ortadan
kaldirmasi veya yeterli &lc¢lide azaltmasi igin secilir.

Mevcut bulusa uygun formillasyonlar, protein kofaktdrleri olan ve
drnedin belirli instlin silspansiyonlari olusturmak i¢in gerekli
cinko gibi protein koordinasyon kompleksleri olusturmak igin
gerekli metal iyonlari icerebilir. Metal iyonlar ayraica,
proteinleri bozan bazi slurecleri inhibe edebilir. Ancak metal
iyonlar ayrica, proteinleri bozan fiziksel ve kimyasal strecleri
katalize eder.

Aspartik asidin izoaspartik aside izomerizasyonunun inhibe
edilmesi i¢in magnezyum ivenlari (10-120 mM) kullanilabilir. Ca*?
ivyvonlara {100 mM’ ye kadar) insan decksiribonlikleazinin
stabilitesini artirabilir. Ancak Mg*%, Mn*? wve Zn*2, rhDNaz’i
destabilize edebilir. Benzer sekilde Faktdr VIII, Ca'? ve Sr'e
tarafindan stabilize edilekilirken Mgt*?, Mn*? ve Zn*?, Cu*? ve Fc*?
tarafindan destabilize edilebilir ve agregasyonu, Al*? iyonlari
tarafindan artirilabilir.

OSMR antijeni baflavici protein formiilasyonlarin uygulamalari
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ayrica bir wveya daha fazla koruyucu icerir. Avyni kapta birden
fazla ekstraksiyon igeren g¢ok dozlu parenteral formilasyonlar
gelistirilirken koruyucular gerekir. Koruyucularin birinci
fonksiyonu, mikrokbiyal blylimeyi inhibe etmek wve ilag irininin
raf omri veya kullanim siresi boyunca Urun sterillidini
sadlamaktir. Yaygin clarak kullanilan koruyucu maddeler arasinda
benzil alkol, fencl wve m-krezol bulunur. Koruyucularin kiicik
melekiillil parenteraller ile uzun zamandir kullanilmasina radmen,
koruyucular igeren protein formiilasvonlarinin gelistirilmesi
zorlayicl olabilir. Koruyucular neredeyse proteinger lzerinde
destabilize edici bir etkiye (agregasyon) sahiptir wve bu, g¢ok
dozlu protein formiilasyonlarinda kullanimlarini sinirlandirmada
Snemli bir faktdr haline gelmistir. Bugiine kadar ¢odu protein
ilaci, sadece tek kullanima yonelik formiille edilmistir. Ancak
cok dozlu formillasyonlar mimkiin oldugunda, hasta rahatligi gibi
ilave bir avantaja ve artan pazarlanabilirlide sahiptir.
Korunmus formilasyonlarin gelistirilmesinin daha uygun, c¢ok
kullanimli enjeksiyon kalem sunumlarinin ticarilestirilmesine
vol ag¢tigl insan blyume hormonu (hGH) bunlara iyl bir &drnektir.
Korunmus hGh ic¢eren bu sekilde en az dort kalem cihazi pivasada
mevcuttur. Norditropin (sivi, Novo Nordisk), Nutropin AQ (sivi,
Genentech) & Genotropin (liyvolifize--¢gift bélmeli kartus,
Pharmacia & Upjohn) fenol icerirken Socomatrope (El1i Lilly), m-—
krezol ile formiile edilir.

Korunmus dozaj formlarinin formilasyonu ve gelistirilmesi
sirasinda c¢esitli vyénlerin dikkate alinmasi gerekir. Ilac
Uriinindeki etkili koruyucu konsantrasyon optimize edilmelidir.
Bu, belirli bir koruyucu maddenin protein stabilitesinden &din
vermeden anti-mikrcbival etkinlik saglavan konsantrasyon
araliklarina sahip dozaj formunda test edilebilir.

Beklendigi {izere koruyucular igeren sivi formlilasyonlarin
geligtirilmesi, liyofilize formilasyonlardan daha zorlayicidir.
Dondurularak kurutulmus idrinler, koruyucu olmaksizin liyofilize
edilebilir we kullanim sirasinda bir seyreltici igeren bir

koruyucu ile yeniden olusturulabilir. Bu, bir koruyucu maddenin
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bir protein ile temas halinde oldudu zamani kisaltir ve bdylece
ilgili stabilite risklerini Onemli (&lgltde azalair. Sivi
formillasyonlar s&z kconusu oldudunda, {riinin bUtin raf Omri
boyunca (yaklasik 18 ila 24 ay) koruyucu etkinlidi ve stabilitesi
korunmalidir. Dikkat edilmesi gerek o6nemli bir nokta ise aktif
ilag wve tim eksipivan bilegenlerini ig¢eren son formiilasycnda
koruyucu etkinlidin gésterilmesi gerektididir.

CSMR antijeni badlavyici protein formliilasyonlari genel olarak,
dider seylerin vani sira bivovararlanim ve siureklilik araliklara
dahilinde spesifik uygulama yollar: ve ydntemleri ig¢in, spesifik
uygulama dozajlari wve uygulama sikliklari 1ig¢in, spesifik
hastalarin spesifik tedavileri i¢in tasarlanacaktir. Bu nedenle
formulasyonlar, bulusa uygun olarak, bunlarla sinirli olmamak
lzere oral, aural, optalmikal, rektal ve vajinal vyollar dahil
olmak ilzere uygun herhangi bir yolla ve intravendz ve intra-
arteriyel enjeksiycn, intramiiskiller enjeksiyon ve slbkiitandz
enjeksiyon dahil olmak {zere parenteral volla uygulanacak
aktarima ydnelik tasarlanabilir.

Farmasdtik bilesim formille edildikten sonra, bir ¢dzelti,
stispansiyon, jel, emiilsiyon, kati, kristal seklinde veya dehidre
veya liyofilize bir toz olarak steril siselerde saklanabilir. Bu
formiilasyonlar, kullanima hazir bir formda veya uygulama &ncesi
sulandirilan bir formda (drnedin liyofilize) saklanabilir.
Mevcut bulus ayrica, tek dozlu bir uygulama birimin
olusturulmasina yénelik kitler sadlar. Mevcut bulusun kitlerinin
her biri, kurutulmus bir proteine sahip kir birinci kap ve sulu
bir fermilasyona sahip bir ikinci kap igerebilir. Bulusun
belirli uygulamalarinda, tek veya cok bélmeli dneceden
doldurulmus giringalari (&6rnedin sivl siringalari ve liyofilize
siringalar) igeren kitler saglanir.

Kullanilacak bir OSMR antijeni badlayici protein igeren
farmasdtik bilesimin terapdtik olarak etkili bir miktara,
drnedin terapdtik badlam ve amaclara badli olacaktir. Teknikte
yetkin bir kisi, tedavi ig¢in uygun dozaj dizeylerinin, molekill

uygulandiktan sonra kismen OSMR antijeni badlayici proteinin
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kullanildigdir endikasyona, uygulama vyoluna ve/veya hastanin
biuyikligline (vicut agirligi, vilcut ylizeyi veya organ bliylikligi)
veya durumuna (yas ve genel sadlik durumu) gdre dedismesini
takdir edecektir. Belirli uygulamalarda klinisyen, optimal
terapdtik etkiyi elde etmek igin dozajl titre edebilir wve
uygulama yolunu meodifiye edebilir. Tipik bir dozaj, vukarida
bahsedilen faktorlere badli olarak yaklasik 0,1 pg/kg ile 30
mg/kg veya daha fazlasi arasinda dedisebilir. Spesifik
uygulamalarda dozaj, vaklasik 1,0 upg/kg ile vaklasik 20 mg/kg
arasinda, tercihe gétre 10 nug/kg ile yaklasik 10 mg/kg arasinda
veya 100 npg/kg ile yaklagik 5 mg/kg arasinda degigebilir.

Bir OSMR antijeni badlavici proteinin terapédtik olarak etkili
bir miktari tercihen, hastalik semptomlarinin siddetinde bir
azalmavya, hastaligdin semptomsuz dénemlerin si1kliga veva
siuresinde bir artigsa veya hastaliktan kaynaklanan bozuklugun
veya sakatlidin &nlenmesine neden olur.

Farmasotik bilesimler bir tibbi cihaz kullanilarak
uygulanabilir. Farmasdtik bilegsimlerin uygulanmasina yonelik
tibkbbi cihazlarin Ornekleri, U.s. Patent No. 4,475,196;
4,439,196; 4,447,224; 4,447, 233; 4,486,194; 4,487,603;
4,596,556; 4,790,824; 4,941,880 5,064,413; 5,312, 335;
5,312,335; 5,383,851 ve 5,399,163 yayinlarinda tarif edilir.
OSMR ile 1Iligkili Bir Hastaligan veya Bozuklugun Tesghis

Edilmesine veva Tedavi Edilmesine Yénelik Yontemler

Bulusun OSMR antijeni baglayici proteinleri, biyolojik bir
numunede OSMR'nin saptanmasi i¢in dzellikle yararlidir. Belirli
uygulamalarda bir hastadan elde edilen biyelojik bir numune, bir
CSMR antijeni badlayici protein 1ile temas ettirilir. OSMR
antijeni Dbaglayici proteinin OSMR’yve baglanmasi, numunede
OSMR’nin varligi veya nispl miktarini belirlemek i¢in saptanir.
Bu ydéntemler, bir OSMR antijeni badlayici protein ile tedavi
edilmeye uygun hastalarin teshis edilmesi vevya belirlenmesinde
vararlidir.

Belirli wuygulamalarda bulusun bir ©0SMR antijeni badlayici

proteini, bir otoimmiin bozukluk, inflamatuar bozukluk veya hiicre
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disi matris birikmesi veya yeniden modellenmesi ile iliskili
hastalidin teshis edilmesi, saptanmasi veya tedavi edilmesi ic¢in
kullanilair.

Bu bozukluklarin tedavisinde OSMR antijeni badlayici protein,
immin sisteminin OSMR ifade eden hiicrelerini tahrip etmek lUzere
hedefleyebilir ve/veya OSMR’'nin ©OSM ve/veya TL-31 ile
etkilesimini bloke edebilir.

CSMR aracila sinvalleme ile iliskili hastaliklar veva
bozukluklar, burada ac¢iklanan bir veva daha fazla OSMR antijeni
baglayici protein ile tedavi edilmeye &zellikle uygundur. Soz
kocnusu bozukluklar arasinda, bunlarla sinirli kalmamak =zere,
inflamasvyon, adri, prurit, prurigo nodularis, dermatit, astim,
otoimmiin hastalida, paranoplastik otoimmiin hastaliklara,
kikirdak inflamasyonu, fibroz (pulmconer fibroz ve deri fibrozu
dahil olmak {izere ancak bunlarla sinirli olmamak kaydiyla),
fibrotik hastalik, kronik obstriiktif akcider hastaligdr (COPD),
interstitial pnémeonit, anormal kolajen birikmesi, sistemik
kiitandz amiyeloitoz, primer kutandz amilecidoz, Behget hastalaiga,
nazal peclipozis, karacifer sirozu, kikirdak vikimi, kemik
bozunmasi, juvenil artrit, romatoid artrit, Jjarthritis, juvenil
romatoid artrit, pausiartikiiler Jjuvenil romatoid artrit,
poliartikiller Juvenil romatoid artrit, sistemik bkaslangigla
Juvenil romatoid artrit, Juvenil ankilozan spondilit, Jjuvenil
enteropatik artrit, Juvenil reaktif artrit, Jjuvenil Reter
sendromu, SEA sendromu (Seronegativite, Entesopati, Artropati
Sendrom), Juvenil dermatomiyozit, Jjuvenil psoriatik artrit,
Juvenil skleroderma, Jjuvenil sistemik lupus eritematoz, juvenil
vaskillit, pausiartikiiler romatoid artrit, poliartikiiler romatoeid
artrit, sistemik baslangigla romatoid artrit, ankilozan
spondilit, enteropatik artrit, reaktif artrit, Reter sendromu,
SEA sendromu (Seronegativite, Entesopati, Artropati sendromu),
dermatomiyozit, psoriatik artrit, skleroderma, sklercderma ile
iliskili interstisyel akcider hastaligi, wvaskilit, miyolit,
polimiyvolit, dermatomyoclit, poliarteritis nodossa, Wegener

graniilomatdzisi, arterit, ploymiyalji romatika, sarkoidoz,
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skleroderma, skleroz, birincil Dbiliyer skleroz, sklerozan
kolanjit, Sjogren sendromu, psoriyazis, plak psoriyazis, guttat
psorivyazis, invers pscrivazis, plstiiler psoriyazis, eritrodermik
psorivazis, dermatit, atopik dermatit, aterosklerocz, lupus,
Still hastalaga, Sistemik lupus Eritematoz (SLE), Myastenia
gravis, inflamatuar badirsak hastaligi (IBD), Crohn hastaligi,
Ulseratif kolit, ¢élyak hastalidi, multipl skleroz (MS}, astim,
COPD, rinosiniizit, polipli rincsinuzit, eoczinofilik esofogit,
eczinofilik bronsit, bronsit, Guillain-Barre hastalidi, Tip I
diabetes mellitus, tiroidit (Ornedin Graves hastalidi), Addison
hastaligy, Reynaud fenomeni, otoimmiin hepatit, GVHD,
transplantasyon rejeksivyonu, bébrek hasari, kardiyovaskiler
hastalik, enfeksiyon, sepsis, HIV enfeksiyonu, travma, bobrek
alogreft nefropati, IgAh nefreopatisi, diyabetik nefropati,
divabetik retinopati, makiiler dejenerasyon, bkiliyer atrezi,
konjestif kalp vyetmezlidi, atercoskleroz, restenoz, radyasyon
kaynakli fibroz, kemoterapi kaynakli fibroz, vaniklar, cerrahi
travma, glomerlilosklercz ve benzerleri bulunur.

Tercih edilen uygulamalarda otoimmiin bozukluk, inflamatuar
bozukluk wveya  hiicre disi matris birikmesi veya vyeniden
modellemesi ile i1iliskili bir bozukluk, fibroz, kikirdak yikimz,
artrit, romatoid artrit, skleroderma, skleroderma ile iligkili
interstisyel akcier hastalidi, i1dyopatik pulmoner fibroz,
sircz, psorivazis, atopik dermatit, sistemik kutandz
amiyeleoitoz, primer kutandz amiloidoz, inflamasyon, pruritik
inflamasyon, prurigo ncdularis ve adridar.

Belirli uygulamalarda mevcut bulusun kbir OSMR antijeni badlayici
proteini, bir kanseri wveva timbrijenik bozukludu teshis etmek,
saptamak veya tedavi etmek ig¢in kullanilir. Bir kanserin veva
timérijenik bozuklugun tedavisinde OSMR antijeni baglayica
protein, OSMR ifade eden  hiicreleri tahrip etmek {zere
hedefleyebilir wve/veya OSMR'nin ve/veya IL-31"in O0OSMR 1ile
etkilesimini bloke edebilir ve bdylece OSMR aracili sinyallemevi
azaltabilir. OSM ve/veya TL-31 aracili sinyallemeyi bloke eden

OSMR antijeni bkadlayici proteinlerin, kanser hastalarinda
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gelistirilmis sadkalimin desteklenmesinde vyararli olabilecedi
dilgiiniilir. Bir O0SMR antijeni badlayici protein 1ile teshis
edilebilen, saptanabilen wveya tedavi edilebilen kanser veya
timérijenik bozukluklar arasinda, bunlarla sinirli clmamak lzere
genellikle kati tumdrler, akcider kanseri, vyumurtalik kanseri,
meme kanseri, prostat kanseri, endometriyal kanser, bédbrek
kanseri, ©Ozofagus kanseri, pankreas kanseri, vyassi hilicreli
karsinoma, uveal melanom, servikal kanser, kolorektal kanser,
mesane, Ppbeyin, pankreatik, kafa, boyun, karacier, ldsemi,
lenfoma wve Hodgkin hastaligdi, multipl miyelom, melancm, mide
kanseri, astrositik kanser, mide, wve pulmocner adenckarsincm
bulunur.
Antijen badlayici proteinler, timdr blylimesini, ilerlemesini
ve/veya metastazini 1nhibe etmek 1i¢in kullanilabilir. Bu
inhibisyon, ¢esitli yéntemler kullanilarak izlenebilir. Ornedin
inhibisyon, azalan timér bliyikligine ve/veya bir timdr igindeki
metabolik aktivitede bir azalmaya neden olabilir. Bu
parametrelerin her ikisi de &rnedin MRI veya PET taramalari ile
&leiilebilir. Inhibisyon ayrica, nekroz diizeyini, timdr hiicre
Hlimlinit ve timdr i¢indekil wvaskiilarite diizeyini belirlemek i¢in
biyopsi yoluyla izlenebilir. Metastazin derecesi, bilinen
yontemler kullanilarak izlenebilir.
Burada wverilen tim &rneklerin veya drnekleyici dil (Srnedin,
"gibi") kullaniminin, sadece bulusun uygulamalarini daha iyi
aydinlatmak amagli olmasi ve aksi iddia edilmedikge bulusun
kapsaminda bir sinirlama getirmemesi amag¢lanmistir. Tarifnamede
yer alan herhangi bir dil kullaniminin, herhangi bir talep
edilmemis unsurun bulusun uygulanmasi ic¢in =zorunlu oldudu
seklinde yorumlanmamalidair.

ORNEKLER
Hem gergek hem de gelecede vy&nelik olarak wverilen zsadidaki
ornekler, mevcut bulusun spesifik uygulamalarini vevya
dzelliklerini tasvir etme amaciyla sadlanmistir ve bulusun
kapsamini sinirlandirmasi amag¢lanmamigstir.

ORNEK 1: XENOMOUSE® Platformu Kullanilarak Anti-OSMR
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Antikorlarinin Uretilmesi

Iinsan OSMR’ye karsi yonlendirilmis tamamen insan antikorlar,
{United States Patent No. 6,114,59%8; 6,162,963; 6,833,268;
7,049,426; 7,064,244 ve Green ve did., Nature Genetics 7:13-21,
1994; Mender ve did., Nature Genetics 15:146-56; 1997; Green ve
dig., J. Ex, Med., 188:483-95, 1998 ve Kellermann ve dig., Current
Cpinion 1in Biotechnolegy, 13:5%3-7, 2002 vyayinlarinda tarif
edildigi izere) XENOMCUSE® teknolojisi kullanilarak
olusturulmustur.

OSMR’ ye yonelik antikorlar olusturmak igin XENOMOUSE®
hayvanlarinin iki farkli susu, Ornedin XMG2-KL ve XMG4-KL
fareleri, (Amgen, Seattle, WA tarafindan hazirlanan) insan OSMR-
Fc ¢ozlinebilir proteinleri 1le bagaisiklanmistir. Uygun bir
miktarda imminojen (on pg/fare ¢dzilebilir insan OSMR-Fc¢
proteini), 3 Aralik 1986'da dosyalanmis U.S. Patenti Basvuru
Seri No. 08/759,620 wve 11 Haziran 1998’da vyayinlanmis
Uluslararas1i Patent Basvurusu No. WO 98/24893 wve 21 Aralik
2000’de vyayinlanmis WO 00/76310 vayanlarainda tarif edilen
yontemlere gdre XENOMOUSE® hayvanlarinin ilk imminizasyonu igin
kullanilmistir. Ilk immiinizasyonun ardindan immiinojen sonraki
arttirici immiinizasyonlari (bes ug/fare ¢dziniir insan OSMR-Fc¢
proteini), bir zaman c¢izelgesine gdre ve farelerde uygun bir
titrede anti-CSMR antikorunun indiklenmesi ig¢in gerekli bir
sirede uygulanmistir.

11k enjeksiyondan yaklasik dért hafta sonra serumlar toplanmis
ve spesifik ftitreler ELISA ile bkelirlenmistir. XENCMQOUSE®
hayvanlarini titrelemek ic¢in kullanilan protokcl su sekildedir:
Costar 3368 ortamini badlavici plakzlar, neutravadin € 8 ug/mL
(50 uL/kuyucuk) ile kaplanmis ve 4°C’de 1XPBS/%0,05 azit icinde
gece boyunca inkiibe edilmigtir. Plakalar, RO suyu ile TiterTek
3 devirli vyikama kullanilarak vyikanmistir. Plakalar, 250 ulL
1¥PB5/%1 sUt kullanilarak bloke edilmistir ve cda sicaklidinda
en az 30 dakika inkibe edilmistir. Blok, RO suyu ile TiterTek 3
déngiilil  yikamasi kullanilarak vyikanmigtir. Daha sonra, 2

pg/mLfde 1XPBRS/%1 sit/10mM Ca2+ (test seyrelticisi) ig¢inde 50
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pl/kuyucuk biyotinlenmis  huOSMR-FNFH {Amgen, Seattle, WA
tarafindan hazirlanmistir) vyakalanmistir ve oda sicaklidinda 1
saat inkiibe edilmistir. Daha sconra RO suyu ile TiterTek 3 devirli
yikama kullanilarak yikanmistir. Primer antikor i¢in serumlar,
1:100 oranindan ciftler halinde 1:3 cranina titre edilmistir. Bu
iglem, 50 ul/kuyucuk test seyrelticisi ig¢inde gergeklestirilmis
ve oda sicaklifinda 1 saat inkltbe edilmistir. Daha sonra RO suyu
ile TiterTek 3 devirli vikama kullanilarak vikanmistir. Sekonder
antikor, 50 upL/kuyucuk’ta test seyrelticisi ic¢inde kegi anti
Tnsan TgG Fe HRP @ 400 ng/mL’dir. Bu antikor oda sicaklidinda 1
saat inkiibe edilmistir. Daha sonra RO suyu ile TiterTek 3 devirli
vikama kullanilarak yikanmis ve kadit havlular {zerinde nazikcge
kurutulmustur. Substrat icin tek adimli TMB ¢dzeltisi (Neogen,
Lexington, Kentucky) kullanilmigs (50 ul/kuyucuk) ve substrat, 30
dakika boyunca oda sicakliginda gelismeye birakilmistir.

Uygun titreler sergileyen hayvanlar tespit edilmistir. Bes
XMGZ2KL hayvanainin, OSMR'vye karsgsi spesifik bir IgG immin yanita
verdidi tespit edilmistir. Bu hayvanlardan dalaklar wve drene
olan lenf nodlari hasat edilmis ve hibridom iretimi ig¢in bir
araya getirilmistir. Spesifik immiin yanitlari veren bes XMG4KL
hayvani, benzer sekilde hasat edilmis ve ayri bir fizyon taramasi
olarak ilerletilmistir. Tmmiin hayvanlardan elde edilen
zenginlestirilmis B hiicreleri, standart teknikler kullanilarak
hibridomlar olusturmak icin (Kohler ve di§., Nature 256, 485-7,
1675) salgilanmayan miyelom P3 x  63ARg8.653  hiicrelerine
({Amerikan Tipi Kiltir Koleksiyonu CRL-1580; Kearney ve dig., J.
Immunol. 123: 1548-50, 1979) kaynastirilmistir.

Hibridomlar daha sonra viksek vyvodunlukta (kuyucuk basina coklu
farkli hibridom klonlari) 96 kuyucuklu doku kiltir plakalarina
yverlestirilmigstir ve ddért hafta boyunca blyitilmistir. Hibridem
hatti sipernatantlari, gegici olarak transfekte edilmis 293T
hilcreleri lzerinde 1ifade edilen tam uzunluklu 1insan ve
sinomolgus OSMR’ye badlanma bakimindan Florometrik Mikrohacimli
Test Teknolojisi (FMAT : Fluorometric Microvolume Assay

Technology) {Applied Biosystems, Foster City, CA) ile
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taranmistir. Kisaca, 384 kuyucuklu FMAT plakalarinda, 3.000 OSMR
293T ile transfekte edilmis hiicre wve 15.000 parental 2937
hiicreden olusan 40 ul’lik bir karisaim, 15 ulL’lik hibridom
sipernatant ve 10 nL 1lik anti-insan hafif zincir
(hukappa/hulambda) Alexaé47 (Invitrogen, Carlsbad, Ca&) etiketli
sekonder antikoru (1,0 wg/mL final kensantrasyonu) ile
birlestirilmistir. Plakalar dahes sonra oda sicaklidinda {ic saat
inkiibe edilmis ve FMAT okuyucu kullanilarak flliioresan
okunmustur. Bu taramalarda insan ve sinomclgus OSMR’ye kadlanan
885 hibridom hatti tespit edilmistir.

ORNEK 2: Insan OSMR Blogu Testleri

OSMR antikorlarinin insan 0OSMR aracilidgivla sinyallemevyi bloke
etme kabiliyeti, ligand olarak insan onkostatin M (0OSM) veya
insan interldkin 3171in (IL-31) kullanildiga iki test
kullanilarak belirlenmistir. Testler birlikte, antikorlarin OSM
ve/veya IL-317in  baglanmasi vyoluyla tetiklenen 0SMR'nin
sinvallemesini inhibe edip edemeyecedini Dbelirlemek ic¢in
kullanilmistair.

I1k taramada antikorlar, OSMR aracilidiyla OSM'nin sinvalini
bloke etme kabiliyetleri bakimindan dederlendirilmistir. Primer
normal 1nsan akcider fibroblastlarinin OSM 1ile uyarilmasi,
STAT3"Uin fosforilasyonunu ve bunu takiben cekirdede
translokasyonu indikler. Hicreler, Costar 384 kuyucuklu
plakalarda kuyucuk basgsina 3000 hiicrede ekilmis ve gece boyunca
yapismaya pirakilmigtir. Hicreler, antikor slipernatanlari ile
yirmi dakika boyunca 6n isleme tabi tutulmustur ve daha sonra 80
pM insan OSM ile 30 dakika boyunca uyarilmistir. Hicreler, PBS
igcinde 3 kere yikanmis, %3,5 formaldehit c¢édzeltisi 1ile
sabitlenmis, yikanmis (PBST ig¢inde 3 kere) wve %0,5 Triton X-100
cdzeltisi ile gegirgen hale getirilmistir. Hucreler daha sonra
bir saat boyunca bir anti-fosfoSTAT3 antikoru 1ile boyanmis,
yikanmis ve kir AlexaFluor (tuml Cellomics’e ait HitKit iginde
bulunur) ile konjige edilmis antikor ile boyanmistir. Plakalar,
bir Nilkleer Yodunluk deferi wve bir Sitoplazmik Yodunluk deferi

olusturmak icin Cellomics tescilli algoritmasinin kullanilarak
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ArrayScan cihazinda okunmustur. Sonug¢lar, sdz konusu iki dederin
arasinda fark olarak bildirilmistir wve ayrica en Ust dizeyde
uyarilmis hicreler wve ortam 1ile igeren kontrol vwverisine
normallestirilmistir (POC).

Ikineci testte antikorlar, insan IL-31RA4 ve OSMR'yi asiri ifade
etmis stabil bir hicre hattinda OSMR yoluyla IL-31"in
proliferatif bir sinyalini inhibe etme kabiliyetleri bakimindan
test edilmistir. BaF3 hiicreleri, iki plazmid ile stabil bir
sekilde transfekte edilmistir: pcDNA3.l1 + huOSMRb (NeoR) ve
pcDNA3.1 + hulL31RA4 (ZeoR). Murin TL-3'in yokludunda, bu hiicre
hatti, valnizca insan IL-31'e vyanit olarak g¢ogalabilir ve bu
nedenle anti-0SMR antikorlarinin bloke etme kabilivyetini
degerlendirmek ic¢cin spesifik olarak kullanilabilir. Baf3
hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk bagina Z0.000 hicre
vogunludunda yerlestirilmistir. Antikorlar ve ligand (hulL-31,
Peprotech), 100 wuL’lik bir son hacimde kuyucuklara ilave
edilmistir wve plakalar, %5 C02, 37C nemlendirilmis bdlmede 72
saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkilbasyonun ardindan her bir
kuyucuga 20 ulL Alamar Blue ilave edilmis wve plakalar vyeniden
inkibatére koyulmustur. Plakalar, Alamar Blue ilavesinin
sonrasinda bir Molecular Devices Vmax Plate reader (570-600 nm)
Uzerinde c¢esgitli zaman noktalarinda ckunmustur.

S8z konusu iki teste ait sonuclar asadida ver alan Tablo 4'te
sunulmustur. 3000"den fazla hibridom siUpernatanti bu iki testte
bloklama  kabiliyeti bakimindan taranmistir; en iyi 200
bleoklayici, 4 noktali bir titrasyonda tekrar test edilmistir ve
bunlardan 14’1 rekombinant protein iiretimi ve baska testler igin
secilmistir. Ornek nitelidindeki ¢ antikor (antikor 1-3) icin
IC50 degerleri her 1iki deney i¢in de gosterilmistir. Bazi
antikorlar, OSM ile indiklenen STAT3 translokasyonunu IL-31 ile
indiiklenen c¢ogalmayili inhibe ettidinden dzha fazla inhike
etmistir ve bazi antikorlarda da tam tersi gdrilmistir. Ancak Ug
antikor da, O0OSM wve IL-31 aracili sinyallemesine karsi giucgli
inhibitdérlerdir.

Tablo 4
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IC50 |Abl Ab2 Ab3

OSM 157 pM (252 pM (1,35 nM

IL-31(35,2 pM27,6 pM[780 pM

ORNEK 3: Sinomolgus OSMR Blogu Testleri

OSMR antikorunun sincmolgus OSMR aracilidiyla sinyallemeyi bloke
etme kabiliyeti, ligand olarak insan OSM wveya insan IL-31
kullanildidi iki test kullanilarak arastirilmistir.

11k taramada antikorlar, bir primer bir bdbrek epitelyal hiicre
hattz kullanilarak sinomclgus OSMR araciligiyla OSM'nin
sinyalini bloke etme kabiliyetleri bakimindan
dederlendirilmistir. Bu hiicrelerin sinomolgus (sino) CSM ile
uyarilmasi, STAT3’lUn fosforilasyonunu ve bunu takiben gekirdege
translokasyonu  indikler. Hucreler, Costar 384 kuyucuklu
plakalarda kuyucuk basina 3000 hiicrede ekilmis ve gece boyunca
vapismaya birakilmistir. Hicreler, antikor silipernatanlari ile
yirmi dakika boyunca 4n isleme tabi tutulmustur ve daha sonra 80
pM sino OSM ile 30 dakika boyunca uyarilmistir. Hiucreler, PBS
iginde 3 kere yikanmisg, %3,5 formaldehit g¢Sreltisi ile
sabitlenmisg, yikanmis (PBST ig¢inde 3 kere) ve %0,5 Triton X-100
cbzeltisi ile geg¢irgen hale getirilmistir. Hicreler daha sonra
bir saat boyunca bir anti-fosfoSTAT3 antikoru 1ile boyanmis,
yikanmis ve bir AlexaFluor (tumll Cellomics’e ait HitKit iginde
bulunur) ile konjuge edilmig antikor ile boyanmistir. Plakalar,
bir Nikleer Yodunluk dederi ve bir Sitoplazmik Yodunluk degeri
olusturmak ig¢in Cellomics tescilli algoritmasinin kullanilarak
ArravyScan cihazinda okunmustur. Sonuclar, sdz konusu iki dederin
arasinda fark olarak bildirilmistir wve ayrica en 1ist dizeyde
uyarilmis  hiicreler wve ortam 1ile igeren kontrol verisine
normallestirilmigtir (POC) .,

Ikinci testte antikorlar, sino IL-3 IRA ve OSMR'yi asairi ifade

etmis stabil bir hicre hattinda sinomolgus OSMR yvoluyla IL-31"in
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proliferatif bir sinyalini inhibe etme kabilivetleri bakimindan
test edilmistir. Ornek 2'ye benzer sekilde BaF3 hiicreleri, 96
kuyucuklu plakalara kuyucuk bagina 20.000 hilcre ycedunludunda
verlestirilmistir. Antikorlar ve ligand (sinomolgus IL-31, kurum
igi, Amgen, Seattle, WA}, 100 ulL’lik bir son hacimde kuyucuklara
ilave edilmistir ve plakalar, %5 C02, 37C nemlendirilmis k&lmede
72 saat boyunca inkibe edilmistir. Inkiilbasyonun ardindan her bir
kuyucuga 20 ulL Alamar Blue ilave edilmis wve plakalar veniden
inkiibatére koyulmustur. Plakalar, Alamar Blue ilavesinin
sonrasinda Molecular Devices Vmax Plate reader (570-600 nm)
Uzerinde ¢esitlili zaman noktalarinda cokunmustur.

Séz konusu i1ki teste ait sonuglar, i1iki test icin de gdsterilen
her bir antikor igin IC50 deferi ile birlikte asadida yer alan
Takblo 5'te sunulmustur. Sonucglar, antiker 1, 2 wve 3'Un her
birinin, O©SM wve TIL-31 aracili sinyallemesine karsi gigli
inhibitérler coldudunu dogrular.

Tablo 5

IC50| Abl Ab2 Ab3

OSM (1,26 nM| 518 pM |1,24 nM

IL-31|225 pM|29,3 pM|6,87 nM

ORNEK 4: Anti-OSMR Antikorlarinin Epitop Gruplamasi (Binning)

Anti-0SMR =xenomouse antikorlarinin epitoplarini karakterize
etmek lizere antikor rekabet calismalari gergeklestirilmistir.
Birbiriyle rekabet eden antikorlarin hedef {izerinde ayni alana
baglandiklari kabul edilir. Bu deneylerde O0OSMR veya alakasiz
antikorlar, bir uygulama antikoruna (bivyvotinlenmis monovalent
fare anti-insan IgG Fc antikoru) oOnceden badlanmis streptavidin
kapli Luminex boncuklari lzerinde vyakalanmistir. OSMR antijeni
veya tampenu (antijensiz) kuyucuklara ilave edilmistir ve bir
prob antikoru her bir kuyucuga eklenmis ve bir PE etiketli

monevalent fare anti-insan IgG Fc antikeru ile tespit
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edilmisgtir. Her kuyucudun ortalama fllioresan yaogunludu
Slciilmiistir. Tam referans icin bkz. Jia ve dig., J. Immunol.
Methods 288: 91-8, 2004. Belirli bir kuyucukta fliloresansin
tespit edilmesi, ©procb antikorunun dider OSMR antikcrunun
varlidinda bile OSMR'ye baglanabildigini ve Dbunlarin ayri
epitoplara baglandiklarini gdstermistir. Asagida Tablo 6'da
gdsterildidi gibi en az ¢ kutu bulunmustur.

Tablo 6

Kutu 1 [Ab4

Abl, AbZ, Ab3, Aabb, Ab6, Ab7, ADbS,

Kutu 2 |15 ap10, Abll, Ab12 ve Abl3

Kutu 3 [Abl4

ORNEK 5: Anti-OSMR Antikorlarinin Afinite Tayini

Anti-0SMR antikorlarinin afiniteleri belirlenmistir. Antikorlar
1-3"in (Ab 1-3) insan OSMR ile etkilesimini arastirmak ig¢in
kinetik hiz sabitleri belirlenmistir.

Biyosensdér analizi, 25°C'de bir HBS-EP+ (1X) tampon sisteminde
(10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 3,0 mM EDTA, %0,05 Surfaktan
P20) Dbir CMb =sensdr c¢ipi iceren bir Biacore 3000 optik
biyosenséri ile gerceklegtirilmistir. Tim ayiraglar,
enjeksiyondan dnce 8°C’de muhafaza edilmistir. Kegl anti-insan
IgG (Jackson ImmuncResearch, #10%-005-098), Akig Hiicreleri 1 ve
2'ye standart amin kenetleme yoluyla sensér ¢ipine immebilize
edilmistir (~3000 RU} wve etanclamin ile bloke edilmistir.
hOSMR.FH, 150 nM’de vyiUritme tampconu iginde hazirlanmistir ve
0,617 nM'ye 3 kat seyreltilmistir. Antikorlar 1-3, yiritme
tamponunda seyreltilmistir (0,25 ila 0,5 pg/mL). Antikorlar, 10
uL/dk’1l1k bir akis hizinda Akig HlUcresl 2 izerinden enjekte
edilmistir (15 ul). Yaklasik 50 RU antikor yakalanmistir. Yiizey,
stabilize olmaya birakilmigtir (90 sn) ve daha sonra hOSMR'nin

her bir kensantrasyonu (150, 50,0, 16,7, 5,56, 1,85 ve C,617),
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birlesme (5 dk) ve ayrismayil (5 dk) gézlemlemek ig¢in 50 uL/dk’ 11k
bir akis hizinda 2Akis Hiucre 1 wve 2 {izerinden gegirilmistir.
Numuneler, ikili halinde ve rastgele sirayla yiuritilmistiir.
Tampon analit boslari (0 nM hOSMR) numune enjeksiyonlarindan
4once, enjeksiyonlarin arasinda ve enjeksiyonlardan sonra enjekte
edilmigtir. Antikorlar, 10 nuL/dk’11k bir akis hizinda Akis
Hicresi 2 lzerinden enjekte edilmistir (15 ul). Yaklagaik 50 RU
antikor yvakalanmistir. Yizey, stabilize olmava birakilmistir (90
sn) ve daha sonra hOSMR‘nin her bir konsantrasyonu (150),
birlesme (5 dk) wve ayrismaylr (1-2 saat) gozlemlemek ig¢in 50
pL/dk 11k bir akis hizinda Akig Hicre 1 ve 2 Jdizerinden
geglirilmistir. Numuneler {c¢lil halinde vyiritilmistir.

Tampon analit boslarai (0 nM hOSMR) numune enjeksiyonlarindan
dnce ve enjeksiyonlardan sonra enjekte edilmistir. Yizey, iki 10
mM glisin (pH 1,5, 50 pL) enjeksiyonu ile birlikte 50 uL/dk’1li1k
bir akis hizinda rejenere edilmistir. Ardindan bir tampon bos
enjeksiyon (15 sn) gerceklestirilmistir.

Veriler, Scrubber 2.0 ile asadidaki gibi analiz edilmistir. Akis
Hucresi 2'den elde edilen wveriler, Akis Hicresi 1'den (bos
referans) elde edilen veriler cikarilmistir. Cikarilan referans
veriler (2-1), daha sonra en yakin 0 nM konsantrasyon verisinden
¢ikarilmistir (g¢ift referansli). Cift referansli uzun ayrisma
verileri, avyrisma hizi sabitini (kd} belirlemek icin bkir 1:1
oraninda badlanma modeline uydurulmustur. Bu ayrisma hizi
sabiti, ayrisma hizi sabitini (ka) ve denge ayrisma sabitini
(Kd) belirlemek ig¢in ¢ift referansli kisa ayrisma verisinin bir
1:1 oraninda badlanma modeline uydurulmasi igin bir uydurulmus
parametre olarak kullanilmistir.

Aviraclar, deney kosullari altinda iyi bir gekilde davranmistir
ve veriler (bkz. asadida yer alan Tablc 7), bir 1:1 oraninda
baglanma modelincde iyi bir sekilde uyum sadlamistir.
Tablo 7

Antikor |Antijen |kg (1/Ms) Ka (1/8) Ka (pM)
Abl huOSMR 4,47 x 105 9,95 x 1075 221
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Ab2 huOSMR

5,50 x 10° 1,81 x 107> 32,7

Ab2 huOSMR

9,47 x 10° 1,02 % 10-° 1080

ORNEK 6: Anti-OSMR Antikorlara

Insan OSMR’vye karsi y&nlendirilmis tamamen insan antikorlar,

asajida Ornek

1’ de

tarif edilen XENOMOUSE® teknolojisi

kullanilarak liretilmistir. Antikor 1, 2 ve 37Un her birinin, OSM

ve/veya IL-31 aracili sinyallemenin gliclii inhibitdrleri oldudu

gérilmistilr. Antikor 1, Z ve 37Un sekanslari (6rn. Abl, AbZz, ve

Ab3), belirlenmistir ve asafida Tablo 8’de belirtilmistir.

Tablo 8

Aciklama

SEQ
ID NO

Sekans

Abl1-A&1r Zincir

nikleotidi

caggtgcagctggtogcagtctgggyggctgaggtyaagaagococtgggygc
ctcagtgaaggtctcectgecaaggettctggatacaccttcaccagtt
atgatatcaactgggtgcgacaggccactggacaggagcttgagtygy
atgggatggatgaaccctaatagtggtaacacagactatgcacagaa
gttccagggcagagtcaccatgaccaggaacatttccataagcacgg
cctacattgagctgagecagectgagatcoctgaggacacggecegtttat
tactgtgcgagagatatggtggctgecgaatacggattactacttcecta
ctacggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtoctoct
cagctagcaccaagggcccatcggtcectteccecccectggegecctgeteo
aggagcacctccgagagcacageggcecctgggctgecctggtcaagga
ctacttccocoogaacoggtgacadgtgtocdtggaactecaggogctetga
ccagcggegtigcacaccticccagetgtectacagtccticaggactc
tactccctcagcagegtyggtgaccgtgccctocagcaacttoggeac
ccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaady

tggacaagacagttgagegcaaatgttgtagtecgagtgecccacegtge
ccagcaccacctgtggcaggaccgtecagtecttecctecttceccccecaaa
acccaaggacacccteatgatctocccggaceccctgaggtcacgtgeg
tggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtccagttcaactgy
tacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacggga
ggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtecctcacegtty
tgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtcectec
aacaaaggcctoccagecaccatecgagaaaaccatetocaaaaccaa
agggcagecccgagaaccacaggtgtacacectgeccacatecogay
aggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgoctggtcaaaggc
ttctaccecagegacategecgtggagtgggagagcaatgggcagec
ggagaacaactacaagaccacacctceccatgetggacteccgacgget
ccttettectctacagecaagetecacegtggacaagagcaggtggeay

caggggaacgtcttectecatgectecocgtgatgoatgaggototgecacaa
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caggttcatctggtgcagtctggagctgaggtgaagaagcctggggc
ctcagtgaaggtcetocctgeocaaggecttetggttacacctttaccaget
atggtatcagctygggtgegacaggccoccectggacaaggygcttgagtog
atgggatggctcagcacttacagtggtaacacaaactatgcacagaa
gctoccagggcagagtcaccatgaccacagacacatccacgagcacaqg
cctacatggagotgaggagectgagatctgacgacacggecgtgtat
tactgtgcgagagggaacttctactactacggtatggacgtctgggg
ccaggggaccacggtcacogtotcctcagectagcaccaagggeccat
cggtcttcoccocctgygcgoecocctgoctocaggagecacctocgagagecaca
goggoccctgggeotgoctggtecaaggactacttceccccgaaccggtgac
ggtgtcgtggaactcaggogoctctgaccagocggegtgocacaccttec
cagctgtcctacagtcecctecaggactectactcoctcagecagegtggtyg
accgtgccctcoccagraacttcggcacccagacctacacctgcaacgt

agatcacaagcccagcaacaccaagygtggacaagacagttgagcgea
aatgttgtgtcgagtgcccaccgtgeccagecaccacctgtggcagga
ccgtcagtcttoctecttcoccoccaaaacccaaggacacoccteatgat
ctcecggaccectgaggtcacgtgegtggtggtggacgtgagececacy
aagaccccgaggtecagttcaactggtacgtggacggegtggaggty
cataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgtt
ccotgtggtcagegtectecacegttogtgcaccaggactggctgaacy
gcaaggagtacaagtgcaaggtctocaacaaaggcctcoccagccced
atcgagaaaaccatctccaaaaccaaagugcagecccygagaaccaca
ggtgtacaccctgcccccatccogggaggagatgaccaagaaccagyg
tcagectgacctgectggtcaaaggcttctacceccagegacatcgeo
gtggagtgggagagcaatgggcagcecggagaacaactacaagaccac
accteccatgetggactecgacggoetecttettectectacageaage
tcaccegtggacaagagcaggtggcageaggggaacgtecttetcatge

Ab2-Ag1r Zincir
nukleotidi
Ab3-Ad1r Zincir
nikleotidi
Abl-Adir Zincir
proteini

OVOLVOSGAEVEKFPGASVEVECKASGY TETSY DINWVREQATGDGLENW
MGWMNPHSGNTDY AQKFOCRVTMTRNISISTAYIELSSLRSEDTAVY
YCARDMVAANTDY YEFYY GMDVWGOGTTVTVSSASTRKGPSVEPLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGL
YSLESVVTVPESNFGTOTY TCNVDHEPSNTEV DKTVERKCCVECPPC
PAPPVAGPSVFLFPPEPEDTLMISRETPEVTCVVVDYVSHEDPEVQEFNW
YYDGYEVHHAKTKPREEQEFNS TFRYVSVLTVVHQDWLNGEKEYRCKY S
NKGLPAPIEKTISKTKGOPREPOVYTLPPSREEMTENOVSLTCLVEG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFE LY SKLTVDESRWQ
QGHNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLELSPGK
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Ab2-Ad1r

proteini

Zincir

OVOLVOSGAEVREKPGASVRVECKASGYTFTSYEINWVRCATGQGLEW
MGWMNFPNSGYTGY AQKFQGRVTMTRNTSISTAYMEMS S LRSEDTAVY
YCARDIVAANTDYYFYYGMDVWGOGTTVTVSSASTRGESVEPLAPCS
ESTSESTAALGCLVEDY FFEFVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGL
YSLSSVVTVPSENEGTQTY TCHVDHEKPSNTEVDETVERRCCVECPPC
PAPPVAGPSVYFLFFPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVDVIHEDFPEVQFNW
YVDGVEVHNAKTKFPREEQEHNSTERVVSVLTVVHODWLNGKEY KCKVS
NKGLPAPIEKTISKTRGOPREPOVYTLPPSREEMTERNOQVSLTCLVEKG
FYPSDIAVEWESNGOPENNYRTTFPMLDSDGSFFLY SKLTVDRSRWO
QUHVESCSVMHEALHNHY TQKSLESLSPGK

Ab3-Ad1r

proteini

Zincir

QVHLVQSGAEVRKPGASVKVSCRASGYTETSYGISWVROAPGOGLEW
MGWLSTYSGNTNY AQRLOGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVY
YCARGNFYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSEST
AALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLISVY
TVPSSNFGTOTYTCNVDHEPSNTEVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGREYKCKVSNKGLPAF
IERTISKTKGQPREFPOVYTLEPPSREEMTENOVSLTCLVRGEYPSDIA
VEWESNGOPENNYKTTPPMLDEDGSFFLY SKLTVDRSEWQOGNVESC
SVMHEALHNHYTQKESLSLSPGR

Abl-Ad1r
Dedisken

B&lgesi

Zincir

QVOLVOSGAEVEKKPGASVEVSCKASGY TFTSY DINWVROATGOGLEW
MGWMNPNSGNTDYAQRKFQGRVTMTENISISTAYIELSSLRSEDTAVY
YCARDMVAANTDYYFYYGMDVWGOGTTVTVSS

AbZ2-AJ1r
Dedisken

Bélgesi

Zincir

10

QVOLVOSGAEVEKKPGASVRVSCKASGY TEFTSYEINWVROATGOGLENW
MGWMNPNSGYTGYAQRFQGRVTMTRNTSISTAYMEMSSLRSEDTAVY
YCARDIVAANTDYYEYYGMDVWGQGTTVTIVSS
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Ab3-Ad1r Zincir|ll QVHLVOSGAEVKKPGASVRVSCKASGYTETSYGISWVRQAPGOGLEW
L. MGWLSTYSGNTNY AQKLOGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVY

Degisken YCARGNFYYYGMDVWGOGTTVTIVSS

Boélgesi

Abl-Ad1r Zincir|l2 SYDIN

CDR1

Ab2-Ad1r Zincir|13 SYEIN

CDR1

Ab3-Ad1r Zincir|l4 SYGIS

CDR1

Abl-AJ1ir Zincir|lb WMNPNSGNT DYAQKEFQG

CDRZ2

Ab2-Ad1r Zincirl6 WMGHWMNPHNSGYTGYAQKFQG

CDRZ

Ab3-Ad1r Zincir|l? WLSTYSGNTHNYAQOKLOG

CDR2

Abl-AJir Zincir18 DMV AANTDY Y FY Y GMDV

CDR3

Ab2-Ag1r Zincir(l9 DIVAANTDYYFYYGMDV

CDR3

Ab3-Ad1r Zincir GNFYYYGMDV

20

CDR3

Abl-Hafif 21 cagtctgtgctgactcagccaccctcagecatctgggaccccoccgggea
. ) gagggtcaccatctcttgttctggaagcagetccaacgtoggaagta

Zinclr atactgtaagctggtaccaacagctcccaggaacggcccccaaactc

niikleotidi ctcatctatactaataatcggocggccoctocggggteccotgaccgatt

ctoctggcecteccaagtetggeacctecagecteccetggecatecagtggygce
tccagtctgaggatgaggctgattattteotgtgcagecgttagatgac
agtctgaatggtgtggtattcggcggagggaccaaactgaccgtect
aggccaaccgaaagcggogccctoggtcactectgtteccgocctect
ctgaggagcttcaagccaacaaggccacactggtgtgtctcataagt
gacttctacccgggagccgtgacagtggcctggaaggcagatagecag
ccccgtcaaggcgggagtggagaccaccacacccticcaaacaaagea
acaacaagtacgcggecagcagcectatctgagectgacgectgageag
tggaagtcccacagaagctacagctgeccaggtcacgcatgaagggay
caccgtggagaagacagtggecoctacagaatgttca
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Ab2-Hafif
Zincir

niikleotidi

22

cagtctgtgctgactcageocaccetecagegtetgggacccecocgggea
gagggtcaccatctocttgttctggaagcaactccaacatecggaagta
atactgtcaactggtaccaccagctcccaggaacggcccoccaaactc
ctcatctataatattaataagcggoccctcaggggtcecctgaccgatt
ctoctggcoteccaagtotggeoctoctcagectecctggeccatcagtgggoc
tccagtctgaggatgaggctgattattactgttcaacatgggatgac
agocctggatggtgtggtattcggcggagggaccaagctgaccgtect
aggccaaccgaaagcggcgccecctecggtcactetgttcococcocgecctect
ctgaggagcttcaagccaacaaggccacactggtgtgtctcataagt
gacttctaccocygggageccgtgacagtggectggaaggcagatagcag
cocccgtcaaggeocgggagtggagaccaccacacccotccaaacaaageca
acaacaagtacgcggecagcagctatctgagectgacgectgagcag
tggaagteccacagaagetacagoetgocaggtcacgecatgaagggag
caccgtggagaagacagtggccocctacagaatgttca

Ab3-Hafif
Zincir

nikleotidi

23

gaaattgtgttgacgcagtcteccaggcaccctgtotttgtetoccagy
ggaaagagccaccctetectgocagggecagtcagagtgttagecagea
gctacttagcctyggtaccagcagaaacctggccaggctococcaggete
ctcatctttggtgcttceccagcagyggeccactggcateccagacaggtt
cagtggcagtgggtctgggacagacttcactctcaccatcagcagac
tggagcctgaagattttgoagtgtattactgtcagecagtatggtage
tcgocctoccgatcaccttoggccaagggacacgactggagattaaacy
tacggtggctgcaccatctgtcttcatcttecogcoccatctgatgage
agttgaaatctggaactgcctcectgttgtgtgecctgctgaataacttc
tatcccagagaggeccaaagtacagtggaaggtggataacgcecectcca
atcgggtaactoccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggaca
gcacctacagcctcagcagcaccctgacgcectgagcaaagcagactac
gagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggoctgay
ctcgcccocgtcacaaagagcecttcaacaggggagagtgt

Abl-Hafif

Zincir proteini

24

QSVLTQPPSASGTPGORVTISCEGSSSHNVGSNTVSWY QQLPGTAPKL
LIYTHNRRPSGVPDREFSGSKSGTSASLATI SGLOSEDEADYFCAALDD
SLNGYVVEFGGGTKLTVLGOPKAAPSVTILEFPPSSEELOQANKATLYCLIS
DEYPGAVTVAWKADSSPVKAGYETTTPSKOSNNKYAASSYLSLTPEG
WEKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

AbZ-Hafif

Zincir proteini

25

QSVLTOPEPEASGTPGORVTISCSGSNENIGSENTVHWYHOQLPGTAPKL
LIYNINKRPSGVPDREFSGSEKSGESASLAISGLOSEDEADYYCSTWDD
SLDPGVVEFGGGTKLTVLGOPKAAFPSVTLEFPPSSEELQANRATLVCLIS
DEY PGAVTVAWKADSSPVEKAGVETTTPSKQSHNKYAASSY LELTPEQ
WESHESYSCOVTHEGSTVEKTVAPTRECS

Ab3-Hafif

Zincir proteini

26

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGQAFRL
LIFGASSRATGIPDRFSGEGEGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCOOYGS
SPPITEFGOQGTRLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNE
YPREAKVOWKVDNALQSGHNSOESVTEQDEKDSTYSLESTLTLSRADY
EKHEVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Abl-Hafif

Zincir Degisken

27

QSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGSSSNVGSNTVEWYQQLPGTAPKL
LIYTNNRRFPSGVPDRFSGSKSGTSASLAISGLOSEDEADYFCAALDD
SLNGVVEGGGTKLTVLG

Ab2-Hafif

Zincir Degisken

28

QSVLTOPPSASGTPGORVTISCSGSNSNIGSNTVNWY HOLPGTAPKL
LIYNINKRPSGVPDRESGSKSGSSASLAISGLOSEDEADYYCSTWDD
SLDGVVEFGGGTKLTVLG

Ab3-Hafif

Zincir Degisken

29

EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRL
LIFGASSRATGIPDRESGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYCOOYGS
SPPITFGQGTRLEIKE

Abl-Hafif

Zincir CDRI1

SGESSESNVGENTVS

113




AbZ2-Hafif 31 SGSNENIGENTVH

Zincir CDRI1

Ab3-Hafif 32 RASQBVSSSYLA

Zincir CDR1

Abl-Hafif 33 TNNRRES

Zincir CDR2

Ab2-Hafif 34 WINKRFES

Zincir CDR2

Ab3-Hafif 35 GASSRAT

Zincir CDR2

Abl-Hafif 36 AALDDSLNGVY

Zincir CDR3

Ab2-Hafif 37 STWDDSLDGVV

Zincir CDR3

Ab3-Hafif 38 O0YGSSPPIT

Zincir CDR3

ORNEK 7: Modifiye Edilmigs Anti-OSMR Antikorlari

Abl, Ab2Z ve AlR3"lUn modifive edilmis versiyonlari

olusturulmustur. Antikorlarin modifiye edilmig ¢ formu ig¢in

5 de adir zincir C ucundaki lizin kaldirilmistir. Abl ve Ab2
igin pozisyon 73'teki glikozilasyon alani, pozisyon 737 teki
aeparaginin bir aspartik asit ile ornatilarak kaldirilmistair.
Bu wvaryantlar, Abl-N73D we AbZ2-N73D olarak adlandirailar.
Modifiye edilmis sekanslar, asagida Tablo 9'da yer alir

10 (modifiye edilmis niikleotitler wve amino asitlerin alta
cizilmistir}.
Tablo 9
Aciklama SEQ ID Sekans

NO
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Ab2 versiyon 2-
AJir Zincir
niikleotidi
(N73D / C ucu
lizini

silinmis)

caggtgcagctggtgecagtctggggctgaggtgaagaagectgggygce
ctcagtgaaggtctcecctgecaaggettcotggatacaccttcaccagtt
atgaaatcaactygggtgcgacaggccactggacaaggygcttgagtgy
atgggatggatgaaccectaacagtggttacacaggectatgcacagaa
gtteccagygeagagteaccatgaccagggacacctoecataageacag
cctacatggaaatgagcagcctgagatetgaggacacyggccgtgtat
tactgtgcgagagatatagtggctgcgaatacggattactacttcta
ttatggtatggacgtctggggccaagggaccacggtcaccgtotect
cagctagcaccaagggcccateggtetteccectggegecctgetce
aggagcacctecgagagecacageggecctgggctgectggtcaagga
ctacttcceccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegetctga
ccagcggcgtgcacaccttceccagetgtoctacagtectcaggacte
tactececctcageagegtggtgaccgtgeoccteccagcaactteggecac
ccagacctacacctgcaacgtagatcacaagcccagcaacaccaagqg
tggacaagacagttgagecgcaaatgttgtgtegagtgeccaccgtyge
ccagcaccacctgtggcaggaccgtcagtettectetteccececaaa
acccaaggacaccctcatgatcteccggacccecctgaggtcacgtgeg
tggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtecagttcaactygyg
tacgtggacyggcgtggaggtgecataatgeccaagacaaagececacgygga
ggagcagttcaacagcacgttccgtgtggtcagegtectcaccgttyg
tgcaccaggactyggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtctcce
aacaaaggecteoccagececceatcgagaaaaceatctccaaaaccaa
agggcagocccgagaaccacaggtgtacacectgeccceccateccgyyg

aggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaagge
ttoctaccocagegacatogecgtggagtgggagagecaatgggoagec
ggagaacaactacaagaccacacctcccatgcoctggactoecgacgget
ccttettaectaetacagoaagetcacegtyggacaagageaggtyggcag
caggqggaacqtcttctcatgoteccgtgatgcatgaggotctgcacaa
ccactacacgcagaagagectetecctgtetocgyggt
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Ab3-Afir Zincir
nukleotidi (C
ucu lizini

silinmig)

49

AR B IEPIRAN S P P I N

O L R R AT Rl R E R TATARIERT JF I3 SRS [

‘o
MR | B BT TR TR | RS LSS B BT T TE O S N B

b NS PR N PSR SRR TS N DA PR B TR | EEEEREE U B 4 U S B T

LI TRTESIER SRR SR CIRRES B4 RRTIT R SRR (A B IR BN IR 0 I T RN
IRTRAEES DA 5 PR RS NS N VA TR B | T IR TR T L BT B B LR IS Rt S
LRSI T B S AT T R N I R A A At IR P TR | B SR 1.

L L L AT It

Abl versiyon 2-
AJir Zincir

proteini (N73D
/ C ucu lizini

silinmis)

50

QVOLVQSGAEVKEPGASVKVSCKASGYTFTSYDINWVRQATGOGLEW
MGWMNPHSGNTLY AQKFQGRVTMTRDTIETSTAYTRLSSLRESEDTAVY
YCARDMVAANTDYYFYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVED LAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS3GL
Y3LSSVVTVPSSNEFGTOTY TCNVDHRPSNTEVDRKTVERKCCVECPEC
PAPPVAGPSVELFFPKPKDTLMISRTPEVTCVVVIDVSHEDPEVQENW
YVDGVEVHENAKTKPREECFNSTFRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVS
NEKGLPAPIEKTISKTKGQPREFPQVY TLPPSREEMTKNOVSLTCLVEKG
FYPSDIAVEWESHGOQPENNYKTTPPMLDSDGSEFFLY SKLTVDRSRRWQ
QGNVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPG

Ab2 versiyon 2-
Afir Zincir

proteini (N73D
/ C ucu lizini

silinmis)

51

QVOLVOSGAEVREEPGASVREVSCKASGYTEFTSYEINWVROATGOGLEW
MGWMNPNSGY TGYAQKFQGRVTMIRDTSISTAYMEMSSLRSEDTAVY
YCARDIVAANTDYYFYYGMDVWGQGTTVIVSSASTKGPSVEFDLAPCS
RSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVESWNSGALTSGVHTFPAVLO33GL
YELSEVVTIVPSSNFGTQTYTCNVDHEPSNTEVDETVERKCCVECPPC
PAPPVAGPSVELFPPEPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVQEFNW
YVDGVEVHNAKTEPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGEKEYKCEVS
NKGLPAPIEKTISKTRKGQPREPOVYTLPPSREEMTENOQVSLTCLVKG
PYPSDIAVEWESNGOPENNYRTTPPMLDSDGSEEFLY SKLTVDRKSRWO
QGNVESCSVMHEALHNNYTOKSLSLSPG

Ab2 versivon Z2-
Adir Zincir

proteini

52

OVHLVOSGAEVEEPGASVEVSCKASGY TFTSYGI SWVROAPGOGLEW
MGWLSTYSGNTNYAQKLOGRVTMI TDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVY
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(C ucu lizini

silinmis)

YCARGNFYYYGMDVWGQGTITVIVSSASTRGPSVFPLAPCSRSTSEST
AALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESVV
TVEPSSNFGTQTYTCNVDHEPSNTEKVDETVERKCCVECPPCFAPPVAG
PSVFLFPPKPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEY

2bl versiyon 2- 53
Adir Zincir
Degisken

Bolgesi

OVOLVOSGAEVKKPGASVEVSCRASGYTFTSYDINWVYRQATGQGLEW
MGWMNPNSGNTDYAQKFQGRVTMTRDI STSTAY TELSSLRSEDTAVY
YCARDMVAANTDYYEFYYGMDVWGOGTTVTVSSE

Ab2 versiyon Z- |54
Agir Zinecir

Dedisken

RHhlaead

OVOLVOSGAEVKKPGASVEVSCRASGYTETSYE INWVROATGOGLEW
MGWHMNPNSGYTGYAQKFQGRYTMTEDT 5 I STAYMEMS SLESEDTAVY
YCARDIVAANTDYYEYYGMDVWGOGTTVTVES

ELISA deneyleri,
degisken bdlgelerini

igceren antikorlar

farkli Fc bédlgelerine sahip Abl veya Ab2

(veya Abl wveya Ab2‘nin N/3D wvaryanti)

kullanilarak «c¢esitli formatlarda {(diusuk

5 aviditell format i¢in Yakalamali (capture) BELISA; ¢ézelti fazi

formati icin Sandvig ELISA ve kati hal avidite formati igin

Direkt ELISA) gerceklestirilmistir.

Abl wve Ab2'nin her biri, insan IgGZ k&kenli CH1, CHZ, CH3

domenlerini icgerir.

Burada kullanildigi sekliyle “Abl” ve “Abl

10 1gG2 WT” terimleri ayni antikoru ifade eder. Benzer sekilde “Ab2”

ve “Ab2 IgG2 WT” terimleri ayni antikoru ifade eder.

“IgG4P agly / IgGl” olarak tanimlanan antikorlar, insan IgG4’ten

CH]1 domenine, karmayi azaltmak icin (pozisyon 2287de bulunan)

bir Ser’den Profya mutasyona sahip insan IgG4’'ten mentese, N

15 baglantili glikozilasyon alani elimine etmek dicin (pozisyon

2977 de bulunan)

IgG4’ ten cHz

Asn’den Gln’ye mutasyona sahip insan

domeni ve insan IgGl’den CH3 domenine

kaynastirilmistir Abl veya Ab2'nin (veya Abl wveya AbZ2’'nin N73D

varyvantinin} dedisken bdlgelerini igerir. “IgG4P agly / IgGl”

20  c¢ercevesi, US

vayinlanmis patent basvurusu numarasi US

2012/0100140"da tarif edilmistir.

ELISA sconuclarai,

¢cikarilmasinin,

N73D ornatmasi yeoluyla glikozilasycon alaninin

modifiye edilmis antikorlarin OSMR’ ye

Faflanmasini etkilemedidini gdstermistir. Bkz. Tablo 10.

25
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Tablo 10

Yakalamalai Sandvig¢ (EC50)

Antikor Direkt (EC50) nM
(EC50) nM nM
Abl IgGZ2 WT 10,2 0,581 0,184
Abl N73D IgG2 4,85 0,359 00,0728

Abl N73D IgG4P

2,86 0,05 0,0626
agly / IgGl
Ab2 IgG2 WT 3,63 0,366 0,182
Ab2 N73D IgG2 5,49 0,343 0,179
Ab2 N73D IgG4P
1,61 0,064 0,0558
agly / IgGl
Baglanma calismalara, BIAcore yontemi kullanilarak

gerceklegstirilmigtir. Farkli PFc bdlgelerine sahip &bl vevya
Lbh2'nin (Abl veya Ab2'nin N73D varvantinin) dedisgken bdlgelerini
igeren antikorlar, idreticinin protokollerine gdre bir CM4 ¢ipi
(GE lifesciences) Uzerinde immobkilize edilmigtir. Cozlnebilir
OSMR, analit c¢larak kullanilmistir. N73D ornatmasi yoluyla Abl
ve Ab2'de glikosilasyen alaninin  kaldirilmasi, baglanma
afinitelerini gelistirmigtir. Abl igin ornatma, Kon hizini
geligtirirken, AbZ2 icin Koff hizini gelistirmistir. Bkz. Tabklo
11.

119




10

Tablo 11

Antikor Kon (M-1ls-1) Koff(1l/s) KD (M)
Abl IgG2 WT 1.64E+05 1.50E-04 0.913E-9
Abl N73D IgG2 2.49E+05 1.68E-04 0.675E-9
Ab2 IgGZ2 WT 1.88E+05 1.89E-04 1.01E-08
Ab2 N73D IgG2 1.73E+05 4.99E-05 0.2892E-9

Fab fragmanlarinin stabkilitesi, antikorlarin termal ac¢iliminin
degerlendirilmesiyle belirlenmistir. Fab fragmanlarinin ylksek
erime sicakligi, artan stabilite ile dodrudan iliskilidir.
Diferansiyel taramali fliiorimetri deneyleri ile
degerlendirildidi lzere, AbZ Uzerindeki glikczilasyon
alanlarinin N73D ornatilmasiyla kaldirilmasi, Fab fragmanlarinin
termal stabilitesini etkilememistir wve Abl {zerinde kilclik

etkiler gbstermistir. Bkz. Tablo 12.

Tablo 12
Fab Tm Standart Hata
Antikor
(Santigrat) (Santrigat)
Abl IgGZ WT 73,21 0,0097
Abl N73D IgG2 71,21 0,005
Abl N73D
IgGAP agly / 74,23 0,014
TaGl
Ab2 IgGZ WT 76,71 0,0096
Ab2 N73D IgG2 76,54 0,14
Ab2 N73D
IgG4P agly / 76,69 0,018
TGl
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Modifiye edilmis anti-0OSMR antikorlarinin insan OSMR
araciligiyla sinyallemeyi blcke etme kabiliyeti
dederlendirilmistir. Modifiye edilmis antikorlar, IL31l, OSM veya
IL31 wve ©0SM varlidinda Dbir BaF hu-IL31R/0SMR/gpl30 hiicre
hattinda gogalmay1l inhibe etme kabiliyetleri bakimindan
dederlendirilmistir. Sonuglar, her bir antikor igin IC50 dederi
ile birlikte asadida Tablo 13 wve 14'te sunulmustur. Sonuglar,
medifive edilmis Abl ve AbZ2 versiyonlarinin, OSM ve IL-31 aracilzi
sinvallemesine karsi giicli inhibitdrler oldudunu dodrular.

Tablo 13

Antikor
I1.31 OSM IL31/0SM
(IC50) {IC50) {IC50)
Ab2 00,3828 0,3528 ~1,9
Abl IgGZ WT 0,6691 0,5298 4,004
Abl N73D IgG2 0,7565 0,52206 3,702
Abl N73D IgGA4P
0,4072 0,5657 3,080
agly / IgGl
Tablo 14
Antikor
IL31 0OsSM IL31/0SM
(IC50) {IC50) {ICK0)
Ab2 0,4426 0,4019 1,8
Ab2 IgG2 WT 0,3671 0,4758 2,049
Ab2 N73D IgG2 0,2191 0,1859 1,474
Ab2 N73D
IgGAP agly / 0,2838 0,2401 1,276
TaGl
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15
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<110>

SEKANS LISTESI

BIOGEN IDEC MA INC.

Arnett v.d..

<120>» ONKQSTATIN M RESEPTORU ANTIJENT BAGLAYTCI PROTEINLER

<130>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

01017/47340

45

PatentIn versivyon 3.5

1
979
PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
Insan OSMR
1
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Met

Ser

Thr

His

Met

65

Trp

Trp

Arg

Trp

Gly
145

Ala

Leu

Pro

Leu

50

vVal

val

Ser

Ile

Ser

130

Gln

Leu

Arg

Val

35

Gln

Phe

Gly

Trp

Lys

115

Asn

Asp

Phe

Thr

20

Ser

Trp

Gln

Asn

Glu

100

Ser

Trp

Ile

Ala

Tyr

Leu

Thr

Ile

Tyr

85

Ser

Leu

Ser

Leu

vVal

Gln

Lys

val

Gln

70

Ser

Glu

val

Ser

Phe
150

Phe

Ser

Val

His

55

Ile

Thr

Leu

Asp

Trp

135

val

Gln Thr

Glu Vval
25

Ser Thr
40

Asn Leu

Ser Arg

Thr Val

Pro Leu

105

Asp Ala
120

Glu Glu

Phe Pro

124

Thr

10

Leu

Asn

Pro

Ile

Lys

90

Glu

Lys

Val

Lys

Phe

Ala

Ser

Tyr

Glu

15

Trp

Cys

Phe

Ser

Asp
155

Fhe

Glu

Thr

His

60

Thr

Asn

Ala

Pro

Val

140

Lys

Leu

Arg

Arg

45

Gln

Ser

Gln

Thr

Glu

125

Gln

Leu

Thr

Leu

30

Gln

Glu

Asn

VvVal

His

110

Pro

Asp

val

Leu

15

Pro

Ser

Leu

Val

Leu

85

Phe

Asn

Ser

Glu

Leu

Leu

Leu

Lys

Ile

80

His

val

Phe

Thr

Glu
160



Gly

val

Pro

Lys

Gly

225

Lys

Trp

Gln

Thr

Thr

305

val

Phe

Trp

Glu

val

385

Met

Thr

Ser

His

Gly

210

Met

Asp

Asp

Ser

His

250

Tyr

Asn

Ser

Lys

Leu

370

Asn

Ala

Asn

Cys

val

195

Thr

Lys

Phe

Pro

Tyr

275

Lys

Asn

Ile

val

vVal

355

His

Gly

Arg

val

Tyr

180

Thr

Asn

Gly

Ser

Gly

260

Thr

Asn

Phe

Leu

Asn

340

His

Gly

Glu

Val

Thr

165

Leu

Ala

Ile

Ile

Cys

245

Thr

Leu

Trp

Thr

Phe

325

Phe

Ser

Glu

Tyr

Arg

Ile

Glu

Phe

Tyr

Val

230

Glu

Asp

Phe

Cys

Leu

310

Asn

Glu

Ile

Gly

Phe

390

Cys

Cys

Gly

Asn

Cys

215

Leu

Thr

Thr

Glu

Asn

2395

Ile

Leu

Asn

Arg

Lys

375

Leu

Ala

Tyr

Lys

Leu

200

Glu

Phe

Glu

Ala

Ser
280

Trp

Ala

Thr

Val

Asn

360

Met

Ser

Asp

vVal Ser
170

Gln Ile
185

Asn Ser

Ala Ser

Val Ser

Asp Phe

250

Leu Gly
265

Phe Ser

Gln Ile

Glu Asn

His Arg

330

Asn Ala

345

Asn Phe

Met Gln

Glu Leu

Ala Ser

123

His

Val

Gln

Lys

235

Lys

Trp

Gly

Thr

Tyr

315

val

Thr

Thr

Tyr

Glu

395

His

Asn

Gly

Pro

Gly

220

Val

Thr

Ser

Glu

Gln

300

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Asn

380

Pro

Phe

Ile

Glu

Phe

205

Asn

Leu

Leu

Lys

Lys

285

Asp

Arg

Leu

Ala

Leu

365

val

Ala

Trp

Gln

Gln

190

Ile

val

Glu

His

Gln

270

lys

Ser

Lys

Met

Ile

350

Cys

Ser

Thr

Lys

Asn

175

Leu

Arg

Ser

Glu

Cys

255

Pro

Leu

Gln

Arg

Asn

335

Met

Gln

Ile

Glu

Trp

Asn

Asp

Asn

Glu

Pro

240

Thr

Ser

Cys

Glu

Ser

320

Pro

Thr

Ile

Lys

Tyr

400

Ser



Glu

Ala

Val

Ile

465

Ser

Leu

Gly

Lys

Leau
545

Trp

Val

Pro

Ile

Pro

625

Phe

Trp

Pro

Thr

450

Leu

Glu

Ala

Glu

530

Ser

Cys

Gly

Gly

Ala

610

Ser

Thr

Ser

Asp

435

Leu

Phe

Leu

Arg

Ser

515

Val

Trp

Asp

Pro

Val

595

Cys

Asp

Leu

Gly

420

val

Phe

Tyr

His

Cys

500

Pro

Glu

Lys

His

Asn

580

Leu

Asn

Ser

405

Gln

Trp

Trp

Asn

Ser

485

Ser

Ala

Glu

Pro

Thr

565

Thr

Tyr

Leu

Pro

Trp
645

Asn

Arg

Lys

val

470

Ile

Tyr

Ser

Glu

Gln

550

Gln

Thr

Asp

Glu

His

630

Lys

Phe

Ile

Pro

455

Val

Pro

Gln

val

Arg

535

Pro

Asp

Ser

Phe

Lys

615

val

Asp

Thr

Val

4490

Leu

val

Ala

Ile

Ile

520

Ile

Gly

val

Thr

Arg

600

Lys

Leu

Tyr

Thr

425

Ser

Ser

Glu

Pro

Cys

505

val

Ala

Asp

Leu

val

585

Ile

Thr

Val

Ser

410

Leu

Lys

Asn

Ala

490

Val

Ile

Gly

val

Gly

570

Ile

Tyr

Gly

Asp

Thr
650

126

Glu

Glu

Leu

Leu

475

Asn

Ile

Ser

Thr

Ile

555

Asp

Ser

Gly

Tyr

Thr

635

Glu

Ala

Pro

His

460

Asp

Ser

Ala

Ala

Glu

540

Gly

Phe

Thr

Leu

Ser

620

Leu

Ser

Ala

Gly

445

Ala

Lys

Thr

Asn

Asp

525

Gly

Tyr

Gln

Asp

Ser

605

Gln

Thr

Gln

Pro

430

Asn

Asn

Pro

Lys

Asn

510

Pro

Gly

Val

Trp

Ala

590

Thr

Glu

Ser

Pro

415

Ser

His

Gly

Ser

Leu

495

Ser

Glu

Phe

Val

Lys

575

Phe

Lys

Leu

His

Gly
655

Glu

Thr

Lys

Ser

480

Ile

Val

Asn

Ser

Asp

560

Asn

Arg

Arg

Ala

Ser

640

Phe



Ile

Pro

Tyr

Lys

705

Gly

His

Leu

Thr

Leu

785

Asp

Lys

Thr

Gly

Ala

865

Pro

Leu

Gln

Arg

Lys

690

Pro

Glu

Ser

Leu

Cys

770

Ile

Cys

Ile

Lys

Pro

850

Ser

Ser

Glu

Gly

Phe

675

Ile

Glu

Gly

Ser

Ile

755

Tyr

Lys

Ile

Gln

Pro

835

Gly

Asp

Met

Lys

Tyr

660

Glu

Asp

Ser

Pro

Met

740

Met

Pro

Phe

Pro

Phe

820

Asn

Pro

Ser

Leu

Asn
900

His

Lys

Asn

Phe

Ser

725

Leu

vVal

Asp

Lys

Asp

805

Leu

Tyr

Cys

Gly

Gly

885

Tyr

val

Ala

Pro

Tyr

7190

Ala

Ile

Met

Ile

Glu

790

Ala

Gly

Leu

Ile

Ser

870

Leu

Met

Tyr

Val

Glu

635

Glu

Thr

His

Cys

Pro

775

Asn

Ile

Thr

Tyr

Cys

855

Cys

Met

Asn

Leu

Leu

680

Glu

Phe

Phe

Ile

Tyr

760

Asp

Pro

Glu

Arg

Leu

840

Phe

Gly

Thr

Ser

Lys

665

Ser

Lys

Phe

Thr

Leu

745

Leu

Pro

His

val

Lys

825

Leu

Glu

His

Ser

Leu
905

Ser

Asp

Ala

Ile

Lys

730

Leu

Lys

Tyr

Leu

val

810

Ser

Pro

Asn

val

Pro

890

Gly

127

Lys

Gly

Leu

Thr

715

Val

Pro

Ser

Lys

Ile

795

Ser

Leu

Thr

Leu

Pro

B75

Glu

Glu

Ala

Ser

Ile

700

Pro

Thr

Met

Gln

Ser

780

Ile

Lys

Thr

Glu

Thr

860

val

Asn

Ile

Glu

685

val

Phe

Thr

val

Trp

765

Ser

Met

Pro

Glu

Lys

845

Tyr

Ser

val

Pro

Gln

670

Cys

Asp

Thr

Pro

Phe

750

Ile

Ile

Asn

Glu

Thr

830

Asn

Asn

Pro

Leu

Ala
910

Cys

Cys

Asn

Ser

Asp

735

Cys

Lys

Leu

Val

Gly

815

Glu

His

Gln

Lys

Lys

895

Gly

His

Lys

Leu

Ala

720

Glu

Val

Glu

Ser

Ser

800

Thr

Leu

Ser

Ala

Ala

880

Ala

Glu



10

Gln

920

Pro

Ser

Ser

Thr Ser Leu Asn Tyr Val Ser
915
Lys Asp Ser Leu Pro Thr Asn
930 935
Tyr Lys Met Gln Met Ala Val
945 950
Thr Glu Asn Ser Ser Leu Ser
965
His Tyr Cys
<210> 2
<211> 977
<212> PRT
<213> Macaca fascicularis
<220>
<221> MISC FEATURE
<223>» Sinomolgus maymunu OSMR
<400> 2

Leu

val

Leu

Ile

128

Ala

Glu

Arg

Thr
970

Ser

Ala

Leu

955

Leu

Pro

Pro

940

Ala

Leu

Met

925

His

Leu

Asp

Phe

Cys

Pro

Pro

Gly

Ser

Pro

Gly
975

Asp

Glu

Pro

360

Glu



Met

Ser

Thr

His

Met
65

Trp

Trp

Arg

Ala

Leu

Pro

Leu

50

Val

Val

Ser

Ile

Leu

Arg

Val

35

Gln

Phe

Gly

Trp

Lys
115

Phe

Thr

20

Ser

Trp

Gln

Asn

Glu

100

Ser

vVal

Tyr

Leu

Thr

Ile

Tyr

85

Ser

vVal

val

Gln

Lys

val

Gln

70

Ser

Glu

Ile

Phe

Ser

Val

His

55

Ile

Thr

Leu

Asp

Gln

Glu

Ser

40

Asn

Ser

Pro

Pro

Asp
120

Thr

Val

25

Thr

Leu

Arg

Val

Leu

105

Ala

129

Thr

10

Leu

Asn

Pro

Ile

Lys

30

Glu

Ser

Phe

Ala

Ser

Tyr

Glu
75

Trp

Cys

Phe

Phe

Glu

Ile

His

60

Thr

Asn

Ala

Pro

Leu

His

45

Gln

Ser

Gln

Thr

Glu
125

Ile

Leu

30

Gln

Glu

Asn

Val

His

110

Pro

Leu

15

Pro

Ser

Leu

Val

Leu

95

Phe

Asn

Leu

Leu

Leu

Lys

Val

80

His

Val

Phe



Trp

Gly

145

Gly

val

Pro

Arg

Gly

225

Lys

Trp

Gln

Thr

Met

308

val

Phe

Trp

Glu

Ser

130

Arg

Ser

Ser

His

Gly

210

Ile

Asp

Asp

Ser

His

290

Tyr

Asn

Ser

Lys

Leu

Asn

Gly

Asn

Cys

val

195

Thr

Glu

Phe

Pro

Tyr

275

Lys

Asn

Ile

Val

val

355

His

Trp

Thr

val

Tyr

180

Thr

Asn

Gly

Sar

Gly

260

Thr

Asn

Phe

Leu

Asn

340

His

Gly

Ser

Leu

Thr

165

Leu

Ala

Ile

Ile

Cys

245

Thr

Leu

Trp

Thr

Phe

325

Phe

Ser

Glu

Ser

Phe

150

Ile

Glu

Phe

Tyr

val

230

Glu

Asp

Phe

Cys

Leu

310

Asn

Glu

Met

Gly

Trp

135

Val

Cys

Gly

Asn

Cys

215

Leu

Ser

Thr

Glu

Asn

295

Ile

Leu

Asn

Arg

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

200

Glu

Phe

Gln

Ala

Ser

280

Trp

Ala

Thr

Val

Asn

360

Met

Glu

Pro

val

Gln

185

Asn

Ala

val

Asp

Leu

263

Phe

Gln

Glu

His

Asn

345

Asn

Met

Val

Lys

Ser

170

Ile

Ser

Ser

Ser

Phe

250

Gly

Ser

Ile

Asn

Arg

330

Ala

Phe

Gln

130

Ser

Asp

155

Arg

His

val

Gln

Lys

235

Lys

Trp

Gly

Thr

Tyr

315

vVal

Thr

Thr

Tyr

Val

1490

Lys

Asn

Gly

Pro

Gly

220

val

Thr

Ser

Glu

Gln

300

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Asp

Gln

Leu

Ile

Glu

Phe

205

Asn

Leu

Leu

Lys

Lys

285

Asp

Arg

Leu

Ala

Leu

365

val

Asp

Val

Gln

Gln

190

Ile

val

Glu

His

Gln

270

Lys

Ser

Lys

Met

Ile

350

Cys

Ser

Tyr

Glu

Asn

175

Leu

Ser

Glu

Cys

255

Pro

Leu

Gln

Arg

Asn

335

Met

Gln

Ile

Leu

Glu

160

Asn

Asp

Asn

Lys

Pro

240

Thr

Ser

Cys

Glu

Ser

320

Pro

Thr

Ile

Asn



vVal

385

Met

Glu

Ala

val

Ile

465

Ser

Leu

Gly

Lys

Leu

545

Trp

Asn

Arg

Leu

370

Asn

Ala

Trp

Pro

Thr

450

Leu

Glu

Asp

Ala

Glu

530

Ser

Cys

Thr

Tyr

Leu
610

Arg

Ser

Asp

435

Leu

Phe

Leu

Arg

Ser

515

vVal

Trp

Thr

Asp
5385

Glu

Glu

val

Gly

420

val

Phe

Tyr

Arg

Cys

500

Pro

Glu

Lys

His

Ser

580

Phe

Lys

Tyr

Arg

405

Gln

Trp

Asn

Ser

485

Ser

Ala

Glu

Pro

Pro

565

Thr

Arg

Lys

Phe

390

Cys

Asn

Arg

Lys

val

470

Ile

Tyr

Ser

Glu

Gln

550

Gln

Val

Ile

Thr

375

Leu

Ala

Phe

Ser

Pro

455

val

Pro

Gln

Ile

Arg

535

Pro

Asp

Ile

Tyr

Gly
615

Ser

Asp

Thr

Val

440

Leu

val

Ala

Ile

Ile

520

Ile

Gly

val

Ser

Gly

600

Tyr

Glu

Ala

Thr

425

Asn

Ser

Glu

Pro

Cys

505

val

Ala

Asp

Leu

Thr

585

Leu

Ser

131

Leu

Ser

410

Leu

Ser

Lys

AsSn

Ala

490

Val

Ile

Gly

Val

Gln

570

Asp

Ser

Gln

Glu

385

His

Glu

Glu

Leu

Leu

475

Asn

Thr

Ser

Thr

Ile

555

Trp

Ala

Thr

Glu

380

Pro

Phe

Ala

Pro

His

460

Asp

Ser

Ala

Ala

Glu

540

Gly

Lys

Phe

Lys

Leu
620

Ala

Trp

Ala

Gly

445

Ala

Lys

Thr

Asn

Asp

525

Gly

Tyr

Asn

Arg

Arg

605

Ala

Thr

Lys

Pro

430

Asn

AsSn

Pro

Lys

AsSn

510

Pro

Gly

Val

Val

Pro

590

Ile

Pro

Glu

Trp

415

Ser

His

Gly

Ser

Leu

495

Ser

Glu

Phe

val

Gly

575

Gly

Ala

Ser

Tyr

400

Thr

Glu

Thr

Lys

Arg

480

Ile

val

Asn

Ser

Asp

560

Pro

Val

Cys

Asp



Asn

625

Ser

Tyr

Gln

Asp

Ser

705

Pro

Met

Met

Pro

Phe

785

Pro

Leu

Asn

Pro

Ala
865

Pro

Trp

His

Lys

Asn

690

Phe

Asn

Leu

Ile

Asp

770

Lys

Asp

Leu

Tyr

Cys

850

Gly

His

Lys

Vval

Ala

675

Pro

Tyr

Ala

Ile

val

755

Ile

Glu

Ala

Gly

Leu

835

Ile

Ser

val

Asp

Tyr

660

Val

Glu

Glu

Thr

Arg

740

Cys

Pro

Asn

Ile

Thr

820

Tyr

Cys

Cys

Leu

Tyr

645

Leu

Leu

Glu

Phe

Phe

725

Ile

Tyr

Asp

Pro

Glu

805

Arg

Leu

Phe

Gly

val

630

Ser

Lys

Ser

Lys

Phe

710

Thr

Leu

Leu

Pro

Hisg

790

val

Lys

Leu

Glu

His
870

Asp

Thr

Ser

Asp

Ala

695

val

Lys

Leu

Lys

Tyr

775

Leu

val

Ser

Pro

Asn

855

vVal

Met

Glu

Lys

Gly

680

Leu

Thr

Val

Pro

Ser

760

Lys

Thr

Ser

Leu

Thr

B40

Phe

Pro

Leu

Ser

Ala

665

Ser

Ile

Pro

Thr

Met

745

Gln

Ser

Ile

Lys

Thr

825

Glu

Thr

Val

Thr

Gln

650

Arg

Glu

Val

Phe

Thr

730

Val

Trp

Ser

Met

Pro

810

Glu

Lys

Tyr

Pro

132

Ser

635

Pro

Gln

Cys

Asp

Thr

715

Pro

Phe

Ile

Ile

Asn

795

Glu

Thr

Asn

Asn

Pro
875

His

Gly

Cys

Cys

Asn

700

Ser

Asp

Cys

Lys

Leu

780

Val

Gly

Glu

His

Gln

860

Lys

Ser

Phe

His

Arg

685

Leu

Ala

Glu

Val

Glu

765

Ser

Ser

Thr

Leu

Ser

B45

Ala

Ala

Phe

Ile

Pro

670

Tyr

Lys

Gly

His

Leu

750

Thr

Leu

Asp

Lys

Thr

830

Gly

Ala

Pro

Thr

Gln

655

Arg

Lys

Pro

Glu

Ser

735

Leu

Cys

Ile

Cys

Ile

815

Lys

Pro

Ser

Pro

Leu

640

Gly

Phe

Ile

Glu

Gly

720

Ser

Ile

Tyr

Lys

Ile

800

Gln

Pro

Gly

Asp

Ser
880



10

Met

Lys

Ser

Met

945

Asn

Arg

Leu

Asn

Asn

Leu

930

Gln

Ser

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 3

Gly

Tyr

Tyr

915

Pro

Met

Ser

1356
DNA

Leu

Met

900

val

Thr

Ala

Leu

Met

885

Asn

Ser

Asn

val

Ser
965

Homo sapiens

misc feature

Thr

Ser

Gln

Pro

Pro

850

Ser

21 Ag1ir zinciri

Ser

Leu

Leu

val

935

Leu

Ile

Pro

Gly

Ala

920

Glu

Arg

Thr

Glu

Glu

905

Ser

Pro

Leu

133

Asn

890

Val

Pro

Pro

Ala

Leu
970

val

Pro

Met

His

Leu

955

Asp

Leu

Ala

Ser

Cys

940

Pro

Pro

Lys

Gly

Gly

925

Ser

Pro

Gly

Ala

Glu

910

Asp

Glu

Pro

Glu

Leu

895

Thr

Lys

Tyr

Thr

His
975

Glu

Ser

Asp

Lys

Glu

960

Tyr



10

caggtgcaga
tcctgcaagg
actggacagg
gcacagaagt
attgagctga
gtggctgega
acggtcaccg
tccaggagca
gaaccggtga
gctgtcctac
aacttcggca

gacaagacag

gcaggacegt
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgeeyg
cccatgctgg
aggtggcagce

tacacgcaga

<210> 4
<211l>
<212>
<213>

<220>
<2Z1>
<223>
<400> 4

DNA

tggtgcagtce
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
atacggatta
tctecteage
cctcegagag
cggtgtcgtyg
agtcctcagg
cccagaccta

ttgagcgcaa

cagtettect
tcacgtgegt
tggacggcgt
cgttcegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg

aggggaacgt

agagcctcetc

1356

Homo sapiens

misc feature

tggggctgag
caccttcacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgaggac
ctacttctac
tagcaccaag
cacagcggcce
gaactcaggc
actctactcc

cacctgcaac

atgttgtgtc

cttecececa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtce
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggy

ctcettette
cttctecatge

cctgtcteceg

AkZ2 AJir zinciri

gtgaagaagc
agttatgata
atgaacccta
accaggaaca
acggccgttt
tacggtatgg
ggcccategg
ctgggectgec
gctctgaceca
ctcagcagcg
gtagatcaca

gagtgeccac

aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcacegttg
aaaggcctec
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaa

134

ctggggcecte
tcaactgggt
atagtggtaa
tttccataag
attactgtge
acgtctgggg
tctteccect
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt

agcccagcaa

cgtgeccage

acacccteat
aagaccccga
caaagccacg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgcece
tcaaaggett
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacagactat
cacggcctac
gagagatatg
ccaagggace
ggecgeectge
ctacttccec
caccttcecca
gccctcecage
caccaaggtg

accacctgtg

gatctecegy
ggtccagtte
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacc
cccatcecgg
ctaccececage
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1356



10

caggtgcagc
tcctgcaagg
actggacaag
gcacagaagt
atggaaatga
gtggctgega
acggtcaceg
tccaggagca
gaaccggtga
gctgtcectac
aacttcggca
gacaagacag
gcaggaccgt

acccctgagg

aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gaggagatga
gacatcgecg
cccatgctgg
aggtggcagce

tacacgcaga

<210> 5
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<223>
<400> &

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
atacggatta
tctectcage
cctccgagag
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcgcaa
cagtcttect

tcacgtgegt

tggacggecgt
cgttcogtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt

agagcctete

1335
DNA

Homo sapiens

misc feature

tggggctgag
caccttcace
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgaggac
ctacttctat
tagcaccaag
cacagcggcc
gaactcaggc
actctactce
cacctgcaac
atgttgtgte
cttccececeeca

ggtggtggac

ggaggtgcat
ggtcagcgtce
ggtctecaac
gcccecgagaa
ggtcagcctyg
gagcaatggg
ctcettette
cttctcatge

cctgtcotecyg

Ab3 A§ir zinciri

gtgaagaagc
agttatgaaa
atgaacccta
accaggaaca
acggcegtgt
tatggtatgg
ggeccategg
ctgggctgcc
gctctgacca
ctcagcagcg
gtagatcaca
gagtgcccac
aaacccaagg

gtgagccacg

aatgccaaga
ctcaccgttyg
aaaggcctec
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge

ggtaaa

13%&

ctggggcctc
tcaactgggt
acagtggtta
cctccataag
attactgtgc
acgtctgggg
tetteeccect
tggtcaagga
gcggecgtgeca
tggtgaccgt
agcccagcaa
cgtgcecage
acaccctcat

aagaccccga

caaagccacg
tgcaccagga
cagcceccecat
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctet

agtgaaggtc
gcgacaggcce
cacaggctat
cacagcctac
gagagatata
ccaagggace
ggcgoecctge
ctacttccce
caccttccca
gccctccage
caccaaggtg
accacctgtg
gatctceegg

ggteccagtte

ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaaaacce
cccatcccgg
ctaccccagce
gaccacacct
ggacaagagc

gcacaaccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1356



10

caggttcatce
tcctgecaagg
cctggacaag
gcacagaagc
atggagctga
ttctactact
agcaccaagg
acagecggccce
aactcaggcg
ctctactecce
acctgcaacg
tgttgtgteg
ttccceccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtce

gtctccaaca

cccecgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tcettettece
ttctcatget

ctgtctccgg

<210> 6
<211>
<212>
<213>

<2Z20>
<221>
<223>
<400> b

452
PRT

tggtgcagte
cttectggtta
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagcctgag
acggtatgga
geccateggt
tgggctgect
ctctgaccag
tcagcagcgt
tagatcacaa
agtgcccace
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcacegttgt

aaggectece

tggagctgag
cacctttacce
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
cgtctgggge
cttcececetyg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaceqgtyg
gcccagceaac
gtgcccagea
caccctcatg
agaccccgag
aaagccacgg
gcaccaggac

agcceecate

gtgaagaage
agctatggta
ctcagcactt
accacagaca
acggccgtgt
caggggacca
gcgecectget
tacttccecg
acctteccag
ccctccagea
accaaggtgg
ccacctgtgyg
atctcccgga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctgaacqg

gagaaaacca

ctggggeete
tcagctgggt
acagtggtaa
catccacgag
attactgtgce
cggtcacegt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
acttcggecac
acaagacagt
caggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta

tcteccaaaac

agtgaaggtc
gcgacaggcee
cacaaactat
cacagcctac
gagagggaac
ctectcaget
cteccgagage
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcgcaaa
agtctteccte
cacgtgegtg
ggacggcgtg
gttccgtgtg
caagtgcaag

caaagggcag

cacaggtgta caccctgecce ccatcceggg aggagatgac caagaaccag

cctgecetggt caaaggettce taccccagceg

agccggagaa caactacaag accacacctc

tctacagcaa gctcaccgtg gacaagagcea

ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact

gtaaa

Homo sapiens

MISC FEATURE

2kl AJir zinciri

136

acatcgccgt ggagtgggag

ccatgctgga ctccgacggce

ggtggcagca ggggaacgtc

acacgcagaa gagcctctcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1335



Gln

Ser

Asp

Gly

Gln

65

Ile

Ala

Met

Thr

Ser

Val

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Asp

Lys

130

Glu

Gln

Lys

Asn

35

Met

Arg

Leu

Asp

Val

115

Gly

Ser

Leu

val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Met

100

Trp

Pro

Thr

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

val

Gly

Ser

Ala

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Ala

Gln

val

Ala

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ala

Gly

Phe

135

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Asn

Thr
120

Pro

Gly

Ala

Ser

25

Thr

Asn

Asn

Glu

Thr

105

Thr

Leu

Cys

137

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Ile

Asp

90

Asp

Val

Ala

Leu

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

Val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Val

Cys

140

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Ser

125

Ser

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Arg

Tyr

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Ala

Ser

Phe

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Thr

Pro



145

Glu

His

Ser

Cys

Glu

225

Ala

Met

His

val

Phe

305

Gly

Ile

val

Ser

Glu
385

Pro

Thr

val

Asn

210

Arg

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Phe

Val

195

Val

Lys

Preo

Ser

Asp

275

Asn

Vval

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Thr

Pro

180

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

val

165

Ala

Val

His

Cys

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

150

Ser

Val

Pro

Lys

Val

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

Vval

Gly
390

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

37%

Gln

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Cys

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Thr

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Ser

185

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

265

Asn

Val

Ser

Lys

345

Glu

Phe

Glu

Gly

170

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

250

Cys

Trp

Glu

val

AsSn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

138

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Lys

Val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
385

Leu

Leu

Thr

Val

220

Pro

Pro

Val

vVal

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Thr

Tyr

Gln

205

Asp

Ala

Lys

vVal

Asp

285

Phe

Asp

Leu

Lys
365

Asp

Lys

Ser

Ser

150

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Gly

175

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

255

Val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

160

val

Ser

Thr

Val

val

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

Val

Val

Pro
400



10

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe

405

410

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

420

Met His Glu Ala Leu His Asn His

435

Ser Pro Gly Lys
450

<210> 7
<211> 452
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE
<223> AbZ AJir zinciri
<400> 7

440

425

Tyr Thr

139

Leu Tyr Ser

Val Phe Ser

Gln Lys Ser
445

Lys

Cys
430

Leu

Leu
415

Ser

Ser

Thr

Val

Leu



Gln

Ser

Glu

Gly

Gln

65

Met

Ala

Met

Thr

Val

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Asp

Lys
130

Gln

Lys

Asn

35

Met

Arg

Met

Asp

val

115

Gly

Leu

val
20

Trp

Asn

Val

Ser

Ile
100

Trp

Pro

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Val

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Ala

Gln

val

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ala

Gly

Phe
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Asn

Thr

120

Pro

Ala

Ser

25

Thr

Tyr

Asn

Glu

Thr

105

Thr

Leu

140

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Val

Ala

Val

Tyr

Gln

Gly

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Pro

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

val

Cys
140

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Phe

Ser

125

Ser

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Arg

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Ala

Ser

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Thr



Ser

145

Glu

His

Ser

Cys

Glu

225

Ala

Met

His

val

Phe

305

Gly

Ile

val

Ser

Glu
385

Glu

Pro

Thr

val

AsSn

210

Arg

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

Ser

val

Phe

val

195

val

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Thr

Thr

Pro

180

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

260

Pro

Ala

Vval

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Ala

val

165

Ala

val

His

Cys

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ala

150

Ser

Val

FPro

Lys

Vval

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

vVal

Gly
380

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

215

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Asn

Gln

Ser

200

Ser

Cys

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Thr

Arg

360

Gly

Pro

Cys Leu

Ser Gly
170

Ser Ser
185

Asn Phe

Asn Thr

Fro Pro

Pro Pro

250

Thr Cys
265

Asn Trp

Arg Glu

Val Val

Ser Asn

330

Lys Gly

345

Glu Glu

Phe Tyr

Glu Asn

141

Val

155

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
385

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

220

Pro

Pro

Vval

val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Asp

Thr

Tyr

Gln

205

Asp

Ala

Lys

Val

Asp

285

Fhe

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Tyr

Ser

Ser

190

Thr

Lys

Pro

Asgp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Phe

Gly

175

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

255

val

Val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro

160

val

Ser

Thr

val

Val

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

3290

Pro

Gln

val

val

Pro
400



10

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys

Val Asp Lys

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

405

420

435 440

Ser Pro Gly Lys
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<2Z20>
<221>
<223>
<400>

3]
445
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Ab3 AJir zinciri

8

425

142

410

445

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

430

Leu
415

Ser

Ser

Thr

Val

Leu



Gln

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Pro

Val

val

Ile

Trp

Gly

Glu

Thr

Leu

His

Lys

Ser

35

Leu

Arg

Leu

Gly

vVal

115

Ala

Leu

val
20

Trp

Ser

val

Arg

Asn

100

Thr

Pro

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

B5

Phe

Val

Cys

Gln

Cys

Arg

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ala

120

Ser

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

Gly

105

Ser

Thr

143

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Met

Thr

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Glu

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

val

Gly

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

125

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

vVal

Ala

Ala

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu



Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr

305

val

Thr

Arg

Gly

130

Cys

Ser

Ser

Asn

Asn

2190

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

val

Ser

Lys

Glu

Phe
370

Leu

Gly

Ser

Phe

195

Thr

Pro

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Val

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

vVal

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Lys

val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Pro

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Pro

245

val

Val

Gln

Gln

Gly

325

Pro

Thr

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Ala

230

Lys

val

Asp

Phe

Asp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Asp

Asp

Gly

Asn
295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
375

Phe

Gly

Leu

Tyr

2900

Thr

Pro

Thr

val

Vval

280

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

360

Ala

Pro

val

Ser

185

Thr

Val

Val

Leu

Ser

265

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

345

val

val

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Ala

Met

250

His

Val

Phe

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

144

Pro

155

Thr

val

Asn

Arg

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

140

val

Phe

Val

val

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
380

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Cys

Ser

Arg

Pro

Ala

285

vVal

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

val

Ala

Val

190

His

Cys

Val

Thr

Glu

270

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

Ser

val

175

Pro

Lys

Val

Phe

Pro

255

val

Thr

Val

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Glu

Leu

2490

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln



Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly
385 390 395 400

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

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

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 9

<211> 1Z¢

<212> PRT

<213> Heomo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

<223> BAbl Adir zinciri defisken bélgesi
<400> 9

143



10

Gln

Ser

Asp

Gly

Gln

65

Ile

Ala

Met

Val

Val

Ile

50

Gly

Glu

Arg

Asp

<210> 10
<211>» 12

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 10

Gln

Lys

Asn

35

Met

Arg

Leu

Asp

val
115

6

PRT

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Ser

Met
100

Trp

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Val

Gly

Homo sapiens

MISC FEATURE

Gln

Cys

Arg

Asn

Met

70

Leu

Ala

Gln

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Arg

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Agn

Thr
120

Ala

Ser

25

Thr

Asn

Asn

Glu

Thr

105

Thr

146

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Ile

Asp

90

Asp

val

val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

A2 AJir zinciri dedisken bkélgesi

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Phe

Ser
125

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Tyr

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly



Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Glu Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Trp Met Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Thr Gly Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asn Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 85

Ala Arg Asp Ile Val Ala Ala Asn Thr Asp Tyr Tyr Phe Tyr Tyr Gly
100 105 110

Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 11
<211> 119
<212> PRT

<213> Hcomo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

<223> Ab3 Adir zinciri defisken bélgesi
<400> 11

Gln Val His Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

147



10

15

20

Gly Trp Leu
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Thr Thr Val
115

<210> 12
<211> 5
<212> PRT

Ser

val

Arg

Asn

100

Thr

Thr

Thr

Ser

85

Phe

Val

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

Tyr

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Ser Gly

55

Thr Thr

Arg Ser

Tyr Tyr

Ser

<223> Bbl Agir zinciri CDRI1

<400> 12

Ser Tyr Asp Ile Asn

1

<210> 13
<211> 5
<212> PRT

5

<213> Heomo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

<223>» AkZ2 Agir zinciri CDRI1

<400> 13

Ser Tyr Glu Ile Asn

1

5

Asn Thr

Asp Thr

Asp Asp

Gly Met
105

148

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Tyr Ala Gln Lys
60

Thr Ser Thr Ala

Ala Val Tyr Tyr
95

val Trp Gly Gln
110

Leu

Tyr

80

Cys

Gly



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

14
5
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Ab3 AJir zinciri CDRI1
14

Ser Tyr Gly Ile Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<2Z3>
<400>

Trp Met Asn Pro Asn Ser Gly Asn Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe Gln

1

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<2Z3>
<400>

5

15
17
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Abl Agir zinciri CDR2
15

5

16
20
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
AbZ Agir zinciri CDRZ
le

149



Trp Met Gly Trp Met Asn Pro Asn Ser Gly Tyr Thr Gly Tyr Ala Gln
1 5 10 15

Lys Phe Gln Gly
20

<210> 17
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

<223> Ab3 Agir zinciri CDRZ
<400> 17

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

Gly

<210> 18
<211> 17
<212> PRT

<213>» Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

<223> Abl Agir zinciri CD3
<400> 18

Asp Met Val Ala Ala Asn Thr Asp Tyr Tyr Phe Tyr Tyr Gly Met Asp
1 5 10 15

val

<210> 19
<211> 17
<212> PRT

<213> Hcmo sapiens

150



10

15

20

25

<220>
<221>
<223%
<400>

Asp Ile Val Ala Ala Asn Thr Asp Tyr Tyr Phe Tyr Tyr Gly Met Asp

1

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

Gly Asn Phe Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

MISC FEATURE
A2 Agir zinciri CDR3
19

5

20
10
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Ab3 AJir zinciri CDR3
20

5

21
648
DNA

Homo sapiens

misc feature
Abl Hafif Zinciri
21

151



10

cagtctgtgc
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
ttcggcggag
ctgtteccge
agtgacttct
gcgggagtgg
tatctgagcce

catgaaggga

<210> 22
648
DNA

<211>
<212>
<213>

<220>
221>
<223>
<400> 22
cagtctgtge
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
ttocggcggag
ctgttcecege
agtgacttct
gcegggagtgg
tatctgagcc

catgaaggga

<210> 23
<211> 648

tgactcagcc
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ggaccaaact
cctectetga
acccgggage
agaccaccac
tgacgcctga

gcaccgtgga

Homo sapiens

misc feature

tgactcagce
gaagcaactc
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ggaccaagct
ccteetetga
acccgggagce
agaccaccac
tgacgectga

gcaccgtgga

accctcagca
caacgtcgga
cctcatctat
gtctggcacce
tttetgtgea
gaccgtccta
ggagcttcaa
cgtgacagtg
accctccaaa
gcagtggaag

gaagacagtg

Ab? Hafif Zinciri

accctcageg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggectcc
ttactgttca
gaccgtecta
ggagcttcaa
cgtgacagtg
accctccaaa
gcagtggaag

gaagacagtg

tctgggaccc
agtaatactg
actaataatc
tcagcctcee
gcgttagatg
ggccaaccga
gccaacaagg
gcctggaagg
caaagcaaca
tcccacagaa

gccectacag

tctgggacce
agtaatactg
aatattaata
tcagecctcecce
acatgggatg
ggccaaccga
gccaacaagg
gcctggaagg
caaagcaaca
tcccacagaa

gcccctacag

152

ccgggcagag
taagctggta
ggcggccctce
tggccatcag
acagtctgaa
aagcggegee
ccacactggt
cagatagcag
acaagtacgc
gctacagctg

aatgttca

ccgggcagag
tcaactggta
agcggccectce
tggccatcag
acagcctgga
aagcggcgcec
ccacactggt
cagatagcag
acaagtacgc
gctacagcetg

aatgttca

ggtcaccatc
ccaacagcte
cggggtccct
tgggctccag
tggtgtggta
ctcggtcact
gtgtctcata
ccccgtcaag
ggccagcagce

ccaggtcacg

ggtcaccatc
ccaccagcte
aggggtccct
tgggctccag
tggtgtggta
ctcggtcact
gtgtctcata
cccegtcaag
ggccagecagce

ccaggtcacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€48



10

15

<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

DNA

Homo sapiens

misc feature
Ab3 Hafif Zinciri
23

gaaattgtgt tgacgecagte tcecaggecacce ctgtetttgt

ctctcectgea gggccagtca gagtgttage agcagctact

cctggccagg ctcccagget cctcatcttt ggtgettcca

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcacte

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtatggta

ggccaaggga cacgactgga gattaaacght acggtggctg

cegoecatetg atgagcagtt gaaatctgga actgectetg

ttctatccca gagaggccaa agtacagtgg aaggtggata

tecccaggaga gtgtcacaga gcaggacage aaggacagea

ctgacgctga gcaaagcaga ctacgagaaa cacaaagtct

cagggcctga gctcgceccecgt cacaaagagc ttcaacaggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

24
216
PRT

Homo sapiens

MISC_FEATURE
Abl Hafif Zinciri
24

153

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctcgectce
caccatctgt
ttgtgtgeet
acgccctceca
cctacagecet
acgcctgega

gagagtgt

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggaqg
gatcaccttce
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcace

agtcacccat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648



Gln

Arg

Thr

Ile

Gly

65

Ser

Asn

Pro

Leu

Pro

145

Ala

Ala

Thr

<210> 25

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

Lys

Gln

130

Gly

Gly

Ala

Ser

val
210

val

Thr

Ser

35

Thr

Lys

Asp

vVal

Ala

115

Ala

Ala

val

Ser

Tyr

195

Ala

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Ser

Glu

vVal

100

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

180

Ser

Pro

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

165

Tyr

Cys

Thr

Gln Pro

Cys Ser

Gln Gln

Arg Arg

Thr

70

Asp

Gly

Ser

Ala

Val

150

Thr

Leu

Gln

Glu

55

Ser

Tyr

Gly

Val

Thr

135

Ala

Thr

Ser

Val

Cys
215

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Phe

Gly

Thr

120

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

200

Ser

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr

105

Leu

val

Lys

Ser

Thr

185

His

154

Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

10

Ser Ser Asn Val Gly Ser

Gly Thr Ala Pro Lys Leu

Gly Val Pro Asp Arg Phe

Leu

Ala

90

Lys

Phe

Cys

Ala

Lys

170

Pro

Glu

Ala

75

Ala

Leu

Pro

Leu

Asp

155

Gln

Glu

Gly

60

Ile

Leu

Thr

Pro

Ile

140

Ser

Ser

Gln

Ser

45

Ser

Asp

Val

Ser

125

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
205

30

Gly

Asp

Leu

110

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

190

Val

15

Leu

Ser

95

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

175

Ser

Glu

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Gln

Glu

Tyr

Lys

160

Tyr

His

Lys



<211> 216
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE
<223> Ab2 Eafif Zinciri
<400> 25

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

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Asn Ser Asn Ile Gly Ser Asn
20 25 30

Thr Val Asn Trp Tyr His Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro lys Leu Leu
35 40 45

155



10

Ile Tyr Asn
50

Gly Ser Lys
65

Ser Glu Asp

Asp Gly Val

Pro Lys Ala
115

Leu Gln Ala
130

Pro Gly Ala
145

Ala Gly Vval

Ala Ala Ser

Arg Ser Tyr
195

Thr Val Ala
210

<210> 26
<211> 216
<212> PRT

Ile

Ser

Glu

val

100

Ala

Asn

val

Glu

Ser

180

Ser

Pro

Asn

Gly

Ala

85

Phe

Pro

Lys

Thr

Thr

165

Tyr

Cys

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE

<223> Ab3 Hafif Zinciri

<400> 26

Lys

Ser

70

Asp

Gly

Ser

Ala

vVal

150

Thr

Leu

Gln

Glu

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Val

Thr

135

Ala

Thr

Ser

val

Cys
215

Pro

Ala

Tyr

Gly

Thr

120

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

200

Sar

Ser

Ser

Cys

Thr

105

Leu

Val

Lys

Ser

Thr

185

His

156

Gly

Leu

Ser

90

Lys

Phe

Cys

Ala

Lys

170

Pro

Glu

Val

Ala

75

Thr

Leu

Pro

Leu

Asp

155

Gln

Glu

Gly

Pro
60

Ile

Trp

Thr

Pro

Ile

140

Ser

Ser

Gln

Ser

Asp

Ser

Asp

val

Ser

125

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
205

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

190

val

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

175

Ser

Glu

Ser

Gln

80

Leu

Gln

Glu

Tyr

Lys

160

Tyr

His

Lys



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

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser

20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Phe Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys Arg Thr Vval
100 105 110

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
115 120 125

Ser Gly Thr aAla Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
130 135 140

Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
145 150 155 160

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
180 185 130

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
195 200 205

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 27

157



10

15

<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

111
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE

Abl Hafif Zinciri variable

27

Gln Ser Val

1

Arg Val Thr

Thr val Ser

35

Ile Tyr Thr
50

Gly Ser Lys

Ser Glu Asp

Asn Gly Vval

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2Z21>
<2Z23>
<400>

28
111
PRT

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Ala
85

Phe

Homo sapiens

MISC FEATURE

Gln

Cys

Gln

Arg

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Phe

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

AbZ2 Hafif Zinciri wvariable

28

158

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

Leu

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Leu

Thr

Thr

Val

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu
110

Gly

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Gly

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Asn

20 25

Thr Val Asn Trp Tyr His Gln Leu Pro Gly

35 40

Ile Tyr Asn Ile Asn Lys Arg Pro Ser Gly

Gly Ser Lys Ser Gly Ser Ser Ala Ser Leu

65

70

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser

85 90

Ser

Ser

Thr

Vval

Ala

15

Thr

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Asp

Asp Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<2Z1>
<223>
<400>

100 105

29
110
PRT

Homo sapiens

MISCiFEATURE
Ab3 Hafif Zinciri wvariable

29

159

Gly
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Leu
110

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Gly



10

15

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Ile Val

Arg Ala

Leu Ala

35

Phe Gly

50

Ser Gly

Glu Asp

Ile Thr

<210> 30
<211> 13
<212> PRT

<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 30

Leu

Thr

20

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Homo sapiens

MISC FEATURE

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

A1l Hafif Zinciri CDR1

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Arg
105

Thr
10

Ser

Gly

Leu

Gln

90

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Arg
110

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Val Gly Ser Asn Thr Val Ser

1

<210> 31
<211>» 13

<212> PRT

5

<213> Heomo sapiens

<220>

160

10

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



10

15

20

2b

30

<221>
<2723>
<400>

Ser Gly Ser Asn Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<2z20>
<2Z1>
<223>
<400>

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<2205
<221%>
<223>
<400>

Thr Asn Asn Arg Arg Pro Ser

1

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>

MISC FEATURE
AbZ2 Hafif Zinciri CDRI1
31

5

32
12
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Ab3 Hafif Zinciri CDRI1
32

5

33
7
PRT

Homo sapiens

MISCiFEATURE
Apl Hafif Zinciri CDRZ
33

5

34
7
PRT

Homo sapiens

lel



10

15

20

25

30

<221> MISC FEATURE

<2723>
<400>

Asn Ile Asn Lys Arg Pro Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<2z20>
<2Z1>
<223>
<400>

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

Ala Ala Leu Asp Asp Ser Leu Asn Gly Val Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

AbZ2 Hafif Zinciri CDRZ
34

5

35
7
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Ab3 Hafif Zinciri CDRZ
35

5

36
11
PRT

Homo sapiens

MISC FEATURE
Akl Hafif Zinciri CDR3
36

5

37
11
PRT

Homo sapiens

le2



<221>» MISC FEATURE
<223> AbZ Hafif Zinciri CDR3
<400> 37

Ser Thr Trp Asp Asp Ser Leu Asp Gly Val Val
1 5 10

<210> 38
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<2z20>

<221> MISC FEATURE

<223> Ab3 Hafif Zinciri CDR3
<400> 38

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Pro Ile Thr
1 5 10

<210> 39
<211> 252
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC FEATURE
<223> Insan OSM
<400> 39

163



Met

Leu

Lys

Met

Leu

65

Phe

Gln

Leu

Asn

Gly

145

Asp

Thr

Arg

Leu

Glu

Gln

50

Asp

Pro

Thr

Glu

Ile

130

Leu

Thr

Pro

Phe

val

Phe

Tyr

35

Asp

Val

Ser

Leu

Gln

115

Glu

Arg

Ala

Thr

Leu
195

Leu

Pro

20

Arg

Thr

Pro

Glu

Asn

100

Arg

Asp

Asn

Glu

Pro

180

His

Leu

Ser

Val

Ser

Llys

Glu

85

Ala

Leu

Leu

Asn

Pro

165

Ala

Gly

Thr

Met

Leu

Arg

Leu

70

Thr

Thr

Pro

Glu

Ile

150

Thr

Ser

Tyr

Gln

Ala

Leu

Leu

55

Arg

Leu

Leu

Lys

Lys

135

Tyr

Lys

Asp

His

Arg

Ser

Gly

40

Leu

Glu

Arg

Gly

Ala

120

Leu

Cys

Ala

Ala

Arg
200

Thr

Met

25

Gln

Asp

His

Gly

Cys

105

Gln

Gln

Met

Gly

Phe

185

Phe

le4

Leu

10

Ala

Leu

Pro

Cys

Leu

90

Val

Asp

Met

Ala

Arg

170

Gln

Met

Leu

Ala

Gln

Tyr

Arg

75

Gly

Leu

Leu

Ala

Gln

155

Gly

Arg

His

Ser

Ile

Lys

Ile

€0

Glu

His

Glu

Arg

140

Leu

Ala

Lys

Ser

Leu

Gly

Gln

45

Arg

Arg

Arg

Arg

125

Pro

Leu

Ser

Leu

Val
205

val

Ser

30

Thr

Ile

Pro

Gly

Leu

110

Ser

Asn

Asp

Gln

Glu

190

Gly

Leu

15

Cys

Asp

Gln

Gly

Phe

95

Ala

Gly

Ile

Asn

Pro

175

Gly

Ala

Ser

Leu

Gly

Ala

80

Leu

Asp

Leu

Leu

Ser

160

Pro

Cys

vVal



10

Phe Ser Lys Trp Gly Glu Ser Pro Asn Arg Ser Arg Arg His Ser Pro
210 215 220

His Gln Ala Leu Arg Lys Gly Val Arg Arg Thr Arg Pro Ser Arg Lys

225

230 235 240

Gly Lys Arg Leu Met Thr Arg Gly Gln Leu Pro Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

245 250

40
19s¢
PRT

Macaca fascicularis

MISC FEATURE
Sinomoclgus maymunu 0OSM proteini

40

1ot



Ala

Leu

Pro

Cys

Leu

65

Ile

Asp

Met

Ala

Arg
145

Ala

Gln

Tyr

Arg

50

Gly

Leu

Ala

Gln

130

Gly

Met

Lys

Ile

35

Glu

Arg

His

Glu

Arg

115

Leu

Thr

Gly

Gln

20

Arg

Ser

Arg

Arg

Arg

100

Pro

Leu

Pro

Ser

Thr

Ile

Pro

Gly

Leu

85

Ser

Asn

Asp

Gln

Cys

Asp

Gln

Gly

Phe

70

Ala

Gly

vVal

Asn

Pro
150

Ser

Leu

Gly

Ala

55

Leu

Asp

Leu

Leu

Ser

135

Pro

Lys Glu

Met Gln
25

Leu Asp
40

Phe Pro

Gln Thr

Leu Glu

Asn Ile

105

Gly Leu
120

Asp Met

Thr Pro

Tyr

10

Asp

Ile

Ser

Leu

Gln

50

Glu

Arg

Thr

Thr

Arg

Thr

Pro

Glu

Asn

15

His

Asp

Asn

Glu

Pro
155

Met

Ser

Lys

Glu

60

Ala

Leu

Leu

Asn

Pro

140

Thr

Leu

Arg

Leu

45

Thr

Thr

Pro

Glu

Val

125

Thr

Ser

Leu

Leu

30

Leu

Leu

Lys

Lys

110

Tyr

Lys

Asp

Gly
15

Leu

Glu

Gly

Ala

95

Leu

Cys

Ala

Val

Gln

Asp

His

Arg

80

Gln

Gln

Met

Gly

Phe
160

Gln Arg Lys Leu Glu Gly Cys Ser Phe Leu Arg Gly Tyr His Arg Phe
175

165

170

Met His Ser Val Gly Arg Val Phe Ser Lys Trp Gly Glu Ser Pro Asn
130

180

Arg Ser Arg Arg

<210> 41

185

<211> 164

5 <212> PRT

185

leeo



<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 41

Met Ala Ser

1

Cys

Arg

Ser

Ser

65

Asn

Gln

Lys

Asp

Ser

145

Leu

Pro

Lys

50

Gln

Asn

Leu

Leu

Thr

130

Glu

Gly

Ser

35

Met

Asn

Ile

Asp

Ile

115

His

Cys

His

Gly

20

Asp

Leu

Tyr

His

Asn

100

Phe

Glu

Met

Gln Ala Thr Thr

<210> 42

Homo sapiens

MISC FEATURE

insan IL-31

Ser

Trp

Asp

Leu

Thr

Ser

83

Lys

Gln

Cys

Asp

Gly

Leu

val

Lys

Leu

70

Pro

Ser

Asp

Lys

Leu

150

Pro

Ala

Gln

Asp

55

Pro

Ala

vVal

Ala

Arg

135

Ala

Ser

Ser

Lys

40

Val

Cys

Ile

Ile

Pro

120

Phe

Leu

Thr

His

25

Ile

Glu

Leu

Arg

Asp

105

Glu

Ile

Lys

le7

Ser

10

Thr

val

Glu

Ser

Ala

90

Glu

Thr

Leu

Ser

Val

Leu

Glu

Glu

Pro

75

Tyr

Ile

Asn

Thr

Leu

155

Leu

Pro

Glu

Lys

60

Asp

Leu

Ile

Ile

Ile

140

Thr

Phe

Val

Leu

45

Gly

Ala

Lys

Glu

Ser

125

Ser

Ser

Leu

30

Gln

Val

Gln

Thr

His

110

Val

Gln

Gly

Phe

15

Leu

Ser

Leu

Pro

Ile

85

Leu

Pro

Gln

Ala

Cys

Leu

Leu

val

Pro

80

Arg

Asp

Thr

Phe

Gln

160



10

<211> 138

<212> PRT

<213>» Macaca fascicularis

<220>

<221> MISC FEATURE

<223> Sinomoclgus maymunu IL-31

<400> 42
Thr Leu
1l

Glu Glu

Asp Lys

Pro Asp
50

Tyr Leu
65

Ile Ile

Asn Ile

Thr Ile

Leu Thr
130

<210> 43
<211> 66

Pro

Leu

Gly

35

Ala

Lys

Glu

Ser

Ser

115

Ser

2

<212> PRT

Val His Phe Leu

Gln

20

val

Gln

Thr

His

val

100

Gln

Gly

5

Ser

Leu

Pro

Ile

Leu

85

Pro

Gln

Ala

<213> Homo sapilens

Leu

val

Pro

Arg

70

Asp

Thr

Phe

Gln

Ser

Ser

Asn

55

Gln

Lys

Asp

Ser

Gln
135

Gln

Lys

Gln

40

Ile

Leu

Leu

Thr

Glu

120

Ala

Pro

Mat

25

Asn

Ile

Asp

Ile

His

105

Cys

Thr

168

Ser

10

Leu

Tyr

His

Asn

Phe

90

Glu

Met

Thr

Asp

Leu

Thr

Ser

Lys

75

Gln

Cys

Asp

Ile

Lys

Leu

Pro

60

Ser

Asp

Lys

Leu

Gln

Pro

45

Ala

vVal

Ala

Arg

Ala
125

Lys

Val

30

Cys

Ile

Ile

Pro

Phe
110

Leu

Ile

15

Lys

Leu

Arg

Asp

Glu

95

Ile

Lys

Val

Glu

Thr

Ala

Glu

80

Thr

Leu

Ser



<2z20>
<221>
<223>
<400>

MISC_FEATURE
Insan IL-31RA
43

169



Met

Thr

Ala

Lys

Gln

65

Cys

Phe

Ala

Leu

Pro

145

Glu

Thr

Lys

Glu

Ser
225

Lys

Trp

Leu

Asn

50

Tyr

Thr

Leu

Glu

Glu

130

val

Leu

Val

Asp

Tyr

210

Asp

Leu

Ala

Pro

35

Leu

Thr

Thr

Pro

Asn

115

Asn

Leu

Ala

Asn

Lys

195

val

Trp

Ser

Leu

20

Ala

Thr

Val

Asn

Arg

100

Gly

Ile

Gly

Pro

Ser

180

Asn

Ile

Ser

Pro

Trp

Lys

Cys

Lys

Ser

85

Ile

Asp

Ala

Ile

val

165

Thr

Gln

Ala

Gln

Gln

Met

Pro

Thr

Arg

70

Ser

Thr

Gly

Lys

Lys

150

Ser

Ser

Thr

Leu

Glu
230

Pro

Leu

Glu

Trp

55

Thr

Thr

Ile

vVal

Thr

135

Arg

Ser

Trp

Tyr

Arg

215

Lys

Ser

Pro

Asn

40

Ser

Tyr

Ser

Pro

Ile

120

Glu

Met

Asp

Met

Asn

200

Cys

Met

Cys

Ser

25

Ile

Pro

Ala

Glu

Asp

105

Lys

Pro

Ile

Leu

Glu

185

Leu

Ala

Gly

170

Val

10

Leu

Ser

Gly

Phe

Asn

90

Asn

Ser

Pro

Gln

Lys

170

Val

Thr

val

Met

Asn

Cys

Cys

Lys

Gly

75

Arg

Tyr

His

Lys

Ile

155

Tyr

Asn

Gly

Lys

Thr
235

Leu

Lys

Val

Glu

60

Glu

Ala

Thr

Met

Ile

140

Glu

Thr

Phe

Leu

Glu

220

Glu

Gly

Phe

Tyr

45

Thr

Lys

Ser

Ile

Thr

125

Phe

Trp

Leu

Ala

Gln

205

Ser

Glu

Met

Ser

30

Tyr

Ser

His

Cys

Glu

110

Tyr

Arg

Ile

Arg

Lys

190

Pro

Lys

Glu

Met

15

Leu

Tyr

Tyr

Asp

Ser

95

Val

Trp

val

Lys

Phe

175

Asn

Phe

Phe

Ala

Trp

Ala

Arg

Thr

Asn

80

Phe

Glu

Lys

Pro

160

Arg

Arg

Thr

Trp

Pro
240



Cys

Arg

Leu

Thr

His

305

Leu

Lys

Gln

Met

Trp

385

Leu

Asp

val

Thr

Ile

465

Phe

Gly

Arg

Glu

Asn

290

Leu

Gly

Ser

Leu

Ile

370

Glu

Lys

Lys

Pro

val

450

Ile

Ser

Leu

Pro

Lys

275

Leu

Gly

Lys

Phe

val

355

Glu

Ser

Pro

val

Ser

435

Thr

Cys

Lys

Glu

val

260

Thr

Thr

Gly

Ser

Gln

340

val

Trp

vVal

Phe

Gly

420

Glu

Ile

Asn

Thr

Leu

245

Arg

Leu

Glu

Glu

Pro

325

Cys

Lys

Phe

Ser

Trp

405

Glu

Gly

Thr

Tyr

val
485

Trp

Leu

Gly

Thr

Ser

310

vVal

Ile

Trp

Pro

Gln

390

Cys

Pro

Pro

Trp

Thr

470

Asn

Arg

Leu

Tyr

Met

295

Phe

Ala

Glu

Gln

Asp

375

Ala

Tyr

Tyr

Glu

Lys

455

Ile

Ser

val

Trp

Asn

280

Asn

Trp

Thr

val

Ser

360

Val

Thr

Asn

Ser

Thr

440

Glu

Phe

Ser

Leu

Lys

265

Ile

Thr

val

Leu

Met

345

Ser

Asp

Asn

Ile

Ile

425

Lys

Ile

Tyr

Ile

Lys

250

Llys

Trp

Thr

Ser

Arg

330

Gln

Ala

Ser

Trp

Ser

410

Gln

val

Prec

Gln

Leu
490

171

Pro

Ala

Tyr

Asn

Met

313

Ile

Ala

Leu

Glu

Thr

395

val

Ala

Glu

Lys

Ala

475

Gln

Ala

Arg

Tyr

Gln

300

Ile

Pro

Cys

Asp

Pro

380

Ile

Tyr

Tyr

Asn

Ser

460

Glu

Tyr

Glu

Gly

Pro

285

Gln

Ser

Ala

val

Val

365

Thr

Gln

Pro

Ala

Ile

445

Glu

Gly

Gly

Ala

Ala

270

Glu

Leu

Tyr

Ile

Ala

350

Asn

Thr

Gln

Met

Lys

430

Gly

Gly

Leu

Asp

255

Pro

Ser

Glu

Asn

Gln

335

Glu

Thr

Leu

Asp

Leu

415

Glu

vVal

Lys

Lys

Glu
495

Gly

vVal

Asn

Leu

Ser

320

Glu

Asp

Trp

Ser

Lys

400

His

Gly

Lys

Gly

Gly

480

Ser



Leu Lys Arg Lys Thr Ser Tyr Ile Val Gln Val Met Ala Ser Thr Ser
500 505 510

Ala Gly Gly Thr Asn Gly Thr Ser Ile Asn Phe Lys Thr Leu Ser Phe
515 520 525

Ser Val Phe Glu Ile Ile Leu Ile Thr Ser Leu Ile Gly Gly Gly Leu
530 535 540

Leu Ile Leu Ile Ile Leu Thr Val Ala Tyr Gly Leu Lys Lys Pro Asn
545 550 555 560

Lys Leu Thr His Leu Cys Trp Prc Thr Val Pro Asn Pro Ala Glu Ser
565 570 575

Ser Ile Ala Thr Trp His Gly Asp Asp Phe Lys Asp Lys Leu Asn Leu
580 585 590

Lys Glu Ser Asp Asp Ser Val Asn Thr Glu Asp Arg Ile Leu Lys Pro
595 600 605

Cys Ser Thr Pro Ser Asp Lys Leu Val Ile Asp Lys Leu Val Val Asn
610 615 620

Phe Gly Asn Val Leu Gln Glu Ile Phe Thr Asp Glu Ala Arg Thr Gly
625 630 635 640

Gln Glu Asn Asn Leu Gly Gly Glu Lys Asn Gly Thr Arg Ile Leu Ser
645 650 655

Ser Cys Pro Thr Ser Ile
660

<210> 44

<211> 649

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<220>
<221> misc feature

<223> Sinomolgus maymunu IL-21RA
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<400> 44
Met Met Trp Thr Trp Ala Leu Trp Met Phe Pro Leu Leu Cys Lys Phe
1 5 10 15

Gly Leu Ala Ala Leu Pro Ala Lys Pro Glu Asn Ile Ser Cys Val Tyr
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Tyr

Ser

His

65

Cys

Glu

Cys

Ser

Ile

145

Arg

Lys

Ala

Lys

Glu

225

val

Ala

Tyr

Tyr

50

Asp

Ser

val

Trp

vVal

130

Lys

Phe

Asn

Phe

Phe

210

Ala

Asp

Pro

Arg

35

Thr

Asn

Phe

Glu

Arg

115

Lys

Pro

Arg

Arg

Thr
195

Trp

Pro

Gly

val

20

Lys

Gln

Cys

Phe

Ala

100

Leu

Pro

Glu

Thr

Lys

180

Glu

Ser

Cys

Arg

Leu
260

Asn

Tyr

Thr

Leu

85

Glu

Glu

val

Val

165

Asp

Tyr

Asp

Gly

Arg

245

Glu

Leu

Thr

Thr

70

Pre

Asn

Asp

Leu

Ala

150

Asn

Thr

Val

Trp

Leu

230

Pro

Lys

Thr

Ala

55

Ser

Arg

Gly

Ile

Gly

135

Pro

Ser

Asn

Val

Ser

215

Glu

val

Thr

Cys

40

Lys

Ser

Ile

Asp

Ala

1290

Ile

val

Thr

Gln

Ala

200

Gln

Leu

Arg

Leu

25

Thr

Arg

Sear

Thr

Gly

105

Lys

Lys

Ser

Ser

Thr

185

Leu

Glu

Trp

Leu

Gly
265

Trp

Thr

Thr

Ile

90

vVal

Thr

Arg

Ser

Trp

170

Tyr

Arg

Lys

Arg

Leu

250

Tyr

174

Ser

Tyr

Ser

75

Pro

Ile

Glu

Met

Asp

155

Met

Asn

Cys

Met

val
235

Trp

Asn

Pro

Ala

60

Glu

Asp

Lys

Pro

Ile

140

Leu

Glu

Leu

Ala

Gly

220

Leu

Lys

Ile

Gly

45

Phe

Asn

Asn

Ser

Pro

125

Arg

Lys

Val

Met

Val

205

Met

Lys

Lys

Trp

30

Lys

Gly

Arg

Tyr

Asp

110

Glu

Ile

Tyr

Asn

Gly

190

Thr

Pro

Ala

Tyr
270

Glu

Lys

Ala

Thr

95

Met

Ile

Glu

Ala

Phe

175

Leu

Glu

Glu

Thr

Arg

255

Phe

Thr

Lys

Ser

80

Ile

Thr

FPhe

Trp

Leu

160

Ala

Gln

Ser

Glu

Glu

240

Gly

Pro



Glu

Leu

Tyr

305

Ile

Ala

Asn

Thr

Gln

385

Met

Lys

Gly

Arg

Gly

465

Leu

Ser

Leu

Asn

Glu

290

Asn

Gln

Glu

Thr

Leu

370

Asp

Leu

Glu

val

Lys

450

Thr

Glu

Thr

Ser

Asn

275

Leu

Ser

Glu

Asp

Trp

355

Ser

Lys

His

Gly

Lys

435

Gly

Gly

Ser

Ser

Phe
515

Thr

His

Leu

Lys

Gln

340

Met

Trp

Leu

Asp

Ile

420

Thr

Ile

Phe

Leu

Ala

500

Ser

Asn

Leu

Gly

Ser

325

Leu

Ile

Glu

Lys

Lys

405

Pro

val

Ile

Ser

Lys

485

Gly

val

Leu

Gly

Lys

310

Phe

val

Glu

Ser

Pro

390

val

Ser

Thr

Cys

Lys

470

Arg

Gly

Phe

Thr

Gly

295

Ser

Arg

val

Tzp

val

375

Phe

Gly

Lys

Ile

Asn

455

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

280

Glu

Pro

Cys

Lys

Phe

360

Ser

Trp

Glu

Gly

Thr

440

Tyr

val

Thr

Asn

Ile
520

Thr

Ser

Val

Ile

Trp

345

Pro

Gln

Cys

Pro

Pro
425

Trp

Thr

Asn

Ser

Gly

505

Ile

Val

Tyr

Thr

Glu

330

Gln

Asp

Ala

Tyxr

Tyr

410

Glu

Lys

Ile

Ser

Tyr

430

Thr

Leu

173

Asn

Trp

Thr

315

val

Ser

Met

Thr

Asn

395

Ser

Thr

Glu

Phe

Ser

475

Thr

Ser

Ile

Thr

vVal

300

Leu

Met

Ser

Asp

Asn

380

Ile

Ile

Lys

Ile

Tyr

460

Ile

val

Ile

Thr

Thr

285

Ser

Arg

Gln

Ala

Ser

365

Trp

Ser

Gln

val

Pro

445

Gln

Leu

Arg

Asn

Ser
525

Asn

Met

Ile

Ala

Leu

350

Glu

Thr

Val

Ala

Glu

430

Lys

Ala

Gln

val

Phe

510

Leu

Gln

Ile

Pro

Cys

335

Asp

His

Ile

Tyr

Tyr

415

Asn

Ser

Glu

Tyr

Met

495

Lys

Ile

Gln

Ser

Ala

320

Leu

val

Pro

Gln

Bro

400

Ala

Ile

Glu

Gly

Gly

480

Ala

Thr

Gly



10

Gly Gly Leu
530

Lys Pro Asn

545

Ala Glu Ser

Leu Asn Leu

Leu Lys Pro

595

Val val Asn
610

Arg Thr Gly

625

Ile Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>
<400>

45
918
PRT

Leu

Lys

Ser

Lys

580

Cys

Phe

Gln

Ser

Ile

Leu

Ile

565

Glu

Ser

Glu

Cys
645

Homo sapiens

MISC FEATURE

Insan gpl30

45

Leu

Thr

550

Ala

Ser

Thr

Asn

Asn

630

Pro

Ile

535

His

Thr

Asp

Pro

val

615

Asn

Thr

Ile

Leu

Trp

Asp

Ser

600

Leu

Leu

Ser

Leu

Cys

Arg

Ser

585

Asp

Gln

Gly

Ile

176

Thr

Trp

Gly

570

Val

Lys

Glu

Gly

Val

Pro

555

Asp

Asn

Leu

Met

Glu
635

Ala

540

Ser

Asp

Thr

val

Phe

620

Lys

Tyr

vVal

Phe

Glu

Ile

605

Thr

Asn

Gly

Pro

Lys

Asp

590

Asp

Asp

Glu

Leu

Asn

Asp

575

Arg

Lys

Glu

Asn

Lys

Pro

560

Lys

Ile

Ser

Ala

Arg
640



Met

Thr

Pro

Val

Ile
65

Thr

Glu

Leu

50

Val

Thr

Glu

Ser

35

Lys

Trp

Leu

Ser

20

Pro

Glu

Lys

Gln

Thr

Val

Lys

Thr

Thr

Gly

val

Cys

Asn
70

Trp

Glu

Gln

Met

55

His

Leu

Leu

Leu

40

Asp

Phe

val

Leu

25

His

Tyr

Thr

177

Gln

10

Asp

Ser

Phe

Ile

Ala

Pro

Asn

His

Pro
75

Leu

Cys

Phe

val

60

Lys

Phe

Gly

Thr

45

Asn

Glu

Ile

Tyr

30

Ala

Ala

Gln

Phe

15

Ile

Val

Asn

Tyr

Leu

Ser

Cys

Tyr

Thr
80



Ile

Leu

Gln

Pro

Glu

145

Lys

Asp

ASn

Ser

Pro

225

Lys

Tyr

Pro

Leu

Asp

305

Thr

Ile

Asn

Asn

Lys

130

Trp

Ser

Thr

Ile

Asp

210

His

Leu

Asn

Pro

Lys

290

Gly

Tyr

Asn

Ile

val

115

Asn

Asp

Glu

Pro

Glu

185

His

Asn

Thr

Ile

Glu

275

Pro

Lys

Glu

Arg

Gln

100

Tyr

Leu

Gly

Trp

Thr

180

val

Ile

Leu

Trp

Gln

260

Asp

Phe

Gly

Asp

Thr

85

Leu

Gly

Ser

Gly

Ala

165

Ser

Trp

Asn

Ser

Thr

245

Tyr

Thr

Thr

Tyr

Arg

Ala

Thr

Ile

Cys

Arg

150

Thr

Cys

val

Phe

val

230

Asn

Arg

Ala

Glu

Trp
310

Pro

Ser

Cys

Thr

Ile

135

Glu

His

Thr

Glu

Asp

215

Ile

Pro

Thr

Ser

Tyr

295

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

120

Val

Thr

Lys

vVal

Ala

200

Pro

Asn

Ser

Lys

Thr

280

val

Asp

Lys

val

Ile

105

Ile

Asn

His

Phe

Asp

185

Glu

val

Ser

Ile

Asp

265

Arg

Phe

Trp

Ala

Thr

90

Leu

Ser

Glu

Leu

Ala

170

Tyr

Asn

Tyr

Glu

Lys

250

Ala

Ser

Ser

Pro

178

Phe

Thr

Gly

Gly

Glu

155

Asp

Ser

Ala

Lys

Glu

235

Ser

Ser

Ser

Ile

Glu

315

Ser

Thr

Phe

Leu

Lys

140

Thr

Cys

Thr

Leu

Val

220

Leu

val

Thr

Phe

Arg

300

Glu

Phe

Asp

Gly

Pro

125

Lys

Asn

Lys

val

Gly

205

Lys

Ser

Ile

Trp

Thr

285

Cys

Ala

Trp

Ile

Gln

110

Pro

Met

Phe

Ala

Tyr

190

Lys

Pro

Ser

Ile

Ser

270

Val

Met

Ser

Tyr

Ala

95

Leu

Glu

Arg

Thr

Lys

175

Phe

val

Asn

Ile

Leu

255

Gln

Gln

Lys

Gly

Lys

Ser

Glu

Lys

Cys

Leu

160

Arg

Val

Thr

Pro

Leu

240

Lys

Ile

Asp

Glu

Ile

320

Ile



Asp

Thr

Thr

Thr

385

Thr

Pro

Phe

Ser

Pro

465

Tyr

Thr

Tyr

Lys

Asp

545

Ile

Pro

Leu

Leu

370

Lys

vVal

Ala

Pro

val

450

Cys

Leu

Pro

Leu

val

530

val

Ile

Ser

Pro

355

Thr

Leu

Arg

Cys

Lys

435

Lys

Ile

Arg

Val

Lys

515

Gly

Gln

His

340

Pro

Arg

Thr

Asn

Asp

420

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

500

Gln

Lys

Asn

Asn

325

Thr

Phe

Trp

val

Leu

405

Phe

Asn

Tyr

Asp

Asn

485

Ala

Ala

Asn

Gly

Glu
565

Gln

Glu

Lys

Asn

390

val

Gln

Met

Ile

Trp

470

Leu

Asp

Pro

Glu

Phe

550

Thr

Gly

Ala

Ser

375

Leu

Gly

Ala

Leu

Leu

455

Gln

Ala

Gly

Pro

Ala

535

Ile

Ala

Tyr

Asn

360

His

Thr

Lys

Thr

Trp

440

Glu

Gln

Glu

Pro

Ser

520

val

Arg

Val

Arg

345

Gly

Leu

Asn

Ser

His

425

val

Trp

Glu

Ser

Gly

505

Lys

Leu

Asn

Asn

179

330

Thr

Lys

Gln

Asp

Asp

410

Pro

Glu

Cys

Asp

Lys

490

Ser

Gly

Glu

Tyr

Val
570

val

Ile

Asn

Arg

385

Ala

Val

Trp

Val

Gly

475

Cys

Pro

Pro

Trp

Thr

555

Asp

Gln

Leu

Tyr

380

Tyr

Ala

Met

Thr

Leu

460

Thr

Tyr

Glu

Thr

Asp

540

Ile

Ser

Leu

Asp

365

Thr

Leu

val

Asp

Thr

445

Ser

val

Leu

Ser

Vval

525

Gln

FPhe

Ser

Val

350

Tyr

Val

Ala

Leu

Leu

430

Pro

Asp

His

Ile

Ile

510

Leu

Tyr

His

335

Trp

Glu

Asn

Thr

Thr

415

Lys

Arg

Lys

Thr

495

Lys

Thr

Pro

Arg

Thr
575

Lys

val

Ala

Leu

400

Ile

Ala

Glu

Ala

Thr

480

val

Ala

Lys

val

Thr

560

Glu



Tyr

Ala

Thr

vVal

625

Phe

Asp

Arg

Thr

Pro

705

Thr

Ser

Thr

His

Pro

785

His

Gln

Thr

Ala

Thr

610

Cys

Asn

Pro

His

Asp

690

Glu

Glu

Arg

Ser

Gln

770

Leu

val

Asn

Leu

Tyr

595

Pro

Leu

Lys

Ser

Asn

675

val

Asp

Gly

Pro

Ser

155

val

Leu

Asp

Cys

Ser

580

Thr

Lys

Ala

Arg

Lys

660

Phe

Ser

Leu

His

Ser

740

Thr

Pro

Asp

Gly

Ser
820

Ser

Asp

Phe

Phe

Asp

645

Ser

Asn

val

Lys

Ser

725

Ile

Vval

Ser

Ser

Gly

805%

Gln

Leu

Glu

Ala

Leu

630

Leu

His

Ser

Val

Ser

710

Ser

Ser

Gln

Val

Glu

790

Asp

His

Thr

Gly

Gln

615

Leu

Ile

Ile

Lys

Glu

695

Leu

Gly

Ser

Tyr

Gln

775

Glu

Gly

Glu

Ser

Gly

600

Gly

Thr

Lys

Ala

Asp

680

Ile

Asp

Ile

Ser

Ser

760

Val

Arg

Ile

Ser

Asp

585

Lys

Glu

Thr

Lys

Gln

665

Gln

val

Leu

Gly

Asp

745

Thr

Phe

Pro

Leu

Ser
825

Thr

Asp

Ile

Leu

His

650

Trp

Met

Ala

Phe

Gly

730

Glu

Val

Ser

Glu

Pro

8190

Pro

130

Leu

Gly

Glu

Leu

635

Ile

Ser

Tyr

Asn

Lys

715

Ser

Asn

Val

Arg

Asp

795

Arg

Asp

Tyr

Pro

Ala

620

Gly

Trp

Pro

Ser

Asp

700

Lys

Ser

Glu

His

Ser

780

Leu

Gln

Ile

Met

Glu

605

Ile

val

Pro

His

Asp

€85

Lys

Glu

Cys

Ser

Ser

765

Glu

Gln

Gln

Ser

val

590

Phe

Val

Leu

Asn

Thr

670

Ser

Lys

Lys

Met

Ser

750

Gly

Ser

Leu

Tyr

His
830

Thr

val

Phe

Val

655

Pro

Asn

Pro

Ile

Ser

735

Gln

Tyr

Thr

val

Phe

815

Phe

Met

Phe

Pro

Cys

640

Pro

Pro

Phe

Phe

Asn

720

Ser

Asn

Arg

Gln

Asp

800

Lys

Glu



Arg Ser Lys Gln Val Ser Ser Val Asn Glu Glu Asp Phe Val Arg Leu
835 840 B45

Lys Gln Gln Ile Ser Asp His Ile Ser Gln Ser Cys Gly Ser Gly Gln
850 855 860

Met Lys Met Phe Gln Glu Val Ser Ala Ala Asp Ala Phe Gly Pro Gly
865 870 875 880

Thr Glu Gly Gln Val Glu Arg Phe Glu Thr Val Gly Met Glu Ala Ala
g85 890 895

Thr Asp Glu Gly Met Pro Lys Ser Tyr Leu Pro Gln Thr Val Arg Gln
900 905 910

Gly Gly Tyr Met Pro Gln
815

<210> 46

<211> 918

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Sinomolgus maymunu gpl30
<400> 46
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Met

Thr

Pro

val

Ile

65

Ile

Leu

Leu

Thr

Glu

Leu

50

Val

Ile

Asn

Thr

Glu

Ser

35

Lys

Trp

Asn

Ile

Leu

Ser

20

Pro

Glu

Lys

Arg

Gln
100

Gln

Ile

Val

Lys

Thr

Thr

85

Leu

Thr

Gly

Val

Cys

Asn

70

Ala

Thr

Trp

Glu

Gln

Met

55

His

Ser

Cys

val

Leu

Leu

40

Asp

Phe

Ser

Asn

val

Leu
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