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OZET

iYON DEGIsIM KROMATOGRAFISI GIRDI OPTIMIZASYONUNUN ACIKLAMASI

Mevcut bulus, drnedin bir polipeptid ve bunun vitk
varyantlarinin ayrilmasi gibi kromatografik ayirma
kosullarinin belirlenmesi icin yéntemler sadglar.
Mevcut bulug ayrica kromatografi ayirma kosullari igin bir
tampon kosulu belirlemek ig¢in yontemler sadlar.
Mevcecut bulus avrica coklu polipeptid iirlinlerini analiz etmek

i¢in gigli bir ydntem saglar.

119



10

15

20

25

30

ISTEMLER

1. Cok savida bilesimi analiz etmek amaciyla bir optimal
iyon dedisim kromatografisi ayirma kosulu tespit etmek icin
bir vyoéntem olup, ©zellidi; burada her bir bilesimin bir
polipeptid wve Dbir wveya daha fazla kontaminant igermesi,
yvontemin sunlari kapsamasidir:

a) 1ki weya daha fazla bilesimin polipeptidlerinin amino
asit bilesimi baz alinarak segilen bir sicakliktaki bir pH
efdrisine karsi net yik efrisinin g¢izilmesi, wve

b) a) adiminin gizimlerinin ikinci tirevinin
belirlenmesiyle, nétr wveya notre vyakin pH'deki pH edrisine
karsi net yik edrisinin bilikiilme noktasinin tespit edilmesi;

burada optimal iyon dedisim kromatografisi ayirma kosulu,

bir veva daha fazla bilesimin polipeptid{(ler)i ig¢in ortak bir
bikiilme noktasindaki bir pH’dir.
2, Bir polipeptid ve bir veya daha fazla kontaminant iceren
bir pilesimi analiz etmek amaciyla bir optimal iyon dedisim
kromatografisi ayirma kosulu tespit etmeye ydnelik bir yéntem
olup, 6zellidi; asadidakileri kapsamasidir:

a) polipeptidin aminc asit bilesimi baz alinarak secilen
bir sicakliktaki bir pH edrisine karsi net vk edrisinin
¢izilmesi, wve

b) a) adiminin ciziminin ikinei tilrevinin
belirlenmesiyle, nétr veya noétre vyakin pH'deki pH edrisine
karsi net vyik edrisinin bikilme ncktasinin tespit edilmesi;

burada optimal ivyon dedisim Kkromatografisi ayirma

kosulunun, polipeptid i¢in biikiilme ncktasina yakin bir pH
olmasidir.
3. Istem 1 veya 2’ye gére vyéntem olup, ©6zelligi; burada
biikiilme noktasindaki net vyukin pozitif olmasi halinde, bkir
katyon dedisim malzemesinin, iyon dedisim kromatografisi igin
kullanilmasaidar.

4. Istem 2'nin vyé&ntemi olup, &zellidi; burada katyocn
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dedisimi kromatografisi malzemesinin, bir sulfonatla
kromatografi malzemesi wveya bir karboksilatli kromatografi
malzemesi olmasidir.

5. Istem 1 wveya 2'nin vydéntemi olup, 6zelligi; burada
biiklilme noktasindaki net vyikiin negatif olmasi halinde, bir
anyon dedisim malzemesinin kromatografi ig¢in kullanilmasaidir.
6. Istem 5’in ydntemi olup, bzelligi; Dburada, anyon
dedisimi kromatografisi malzemesinin, bir doérdinciil amin
kromatografi malzemesi wveya bir Ug¢linctil amin kromatografi
malzemesi olmasidir.

7. Istem 1 veya 2'nin ydntemi olup, O6zellidi; burada bir
karma kipli kromatografi malzemesinin, kromatografi ig¢in
kullanilmasidar,

8. Tstem 7'nin yéntemi olup, &zellidi; burada karma kipli
ivon dedisim malzemesinin, bir sirali olarak doldurulmus
stilfonatla kromatografi malzemesi veya karboksilatla
kromatografi malzemesi ve bir ddrdinciil amin kromatografi
malzemesi veya 1iligiinciil amin kromatografi malzemesi karigsimi
olmasidir.

9. Istem 1, 3-8'den herhangi birinin yéntemi olup, &zellidi;
asagidakileri icermesidir,

c) 1ki wveya daha fazla bilesimin polipeptidleri icgin
sicakliktaki (dIP/dT) bir dedisim ile pH efrisine karsi net
yikiin pH deferindeki dedisimin kelirlenmesi,

d) kromatografide kullanima ydnelik bir tampon secilmesi,
burada tamponun asit ayrisma sabitindeki bir dedgisim ile
sicakliktaki dedigimin (dpKa/dT), polipeptidlerin dIP/dT’si
ile aslen ayni olmasidir.

10. 1Istem 2 ila 8'den herhangi birinin vyéntemi olup,
bzellidi; ayrica asagidakileri icermesidir:

¢) polipeptid i¢in sicakliktaki (dIP/dT) bir degisim ile
PHE edrisine karsi net vyihkiin pH deerindeki dedisimin
belirlenmesi,

d) kromatografide kullanima ydnelik bir tampon secilmesi,
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burada tamponun asit ayrisma sabitindeki bir dedisim ile
gi1cakliktaki dedisimin (dpKa/dT}, polipeptidin dIP/dT’si ile
aslen azyni olmasidir.

11. Istem 9 wveya 10'un vydntemi olup, ©&zellidi; burada
tamponun, pH biikilme noktasinda etkili bir tampon kapasitesi
saglamasidir.

12. Istemler 1-11'in herhangi birinin yéntemi olup, &zellidi;
burada bir wveya daha fazla bilesimin polipeptidlerinin
dTP/dT’sinin, vaklasik -0,02 pH birim olmasidir.

13. 1Istemler 1-12'den herhangi birine gdre vyéntem olup,
6zelligi; sicakliktaki dedisimin asagidaki gibi olmasidir:

a) 20 °C'den 70 °C’ye; ve/veya

b) 20 °C’den 50 °C’ye.

14. Tstemler 9-13'iin herhangi birinin y&ntemi olup, &zellidi;
burada dpKa/dT = dIP/dT = %50 olmasidir.

15. Istemler 9-14'in herhangi birinin yodntemi olup, &zellidi;
burada d) adiminda sec¢ilen tampondaki polipeptidin net
yiikiiniin, 30 °C {izerinde 0,5'ten az deJismesidir.

16. Istemler 9-15'in herhangi birinin ydntemi olup, &zellidi;
burada d) adiminda segilen tamponun, vaklasik 5 mM ila
vaklasgik 250 mM arasindaki bir konsantrasyondaki bir
kromatografide kullanilmasidair.

17. 1Istemler 1-16'nin herhangi birinin y&éntemi olup,

bzellidi; burada tampon bilesimlerinin ayrica bir tuz
icermesidir.
18. 1Istem 17'nin yéntemi olup, &zelli&i; burada

a) tuzun, NaCl, KC1, (NH4}2S04 veya Na2S04 olmasi; ve/veya

b) tuzun yodunlufunun, yaklasik 1 mM ila yaklasik 1M arasinda
olmasidir.

19. Bir bilesimi analiz etmeye yonelik bir vyontem olup,
O7zelligi; burada bilegimin, Dbir polipeptid ve bir veyva daha
fazla kontaminant igermesi, burada véntemin polipeptidi
kontaminantlardan etkili bir sekilde ayirmaszi, yvontemin

asagidakileri icgermesidir:
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a) her bir bilesimin bir hedef polipeptid ve istem 1'in
vontemine gdre bir veya daha fazla kontaminant icerdidi c¢ok
gayida bkilegsime vyonelik i1vyvon dedisimi ayirma kosullarinin
optimal pH ve sicaklidinin belirlenmesi,

b) polipeptid wve Dbilesimdeki bir wveya daha fazla
kontaminantin bir iyon dedisimi kromatografisi malzemesine
bir vyikleme tamponu kullanilarak baglanmasi, burada yikleme
famponunun istemler 9-16'nin herhangi birinin ydnteminde
tanimlanan bir tampon clmasi;

c) polipeptid wve bir wveva daha fazla kontaminantinin
iyon degisimi  kromatografisi malzemesinden bir elisyon
ftamponunun bir gradyani kullanilarak eliite edilmesi, burada
elilsyon fampeonunun tTampon ve pir tuz digermesi, burada
gradyandaki tuz konsantrasyonunun zamanla artmasi, burada
polipeptid wve bir wveva daha fazla kontaminantin gradyanla
ayrilmasi; wve

d) polipeptidin ve bir veya daha fazla kontaminantin

saptanmasidir.
20. Bir polipeptid ve bir veya daha fazla kontaminant igeren
bir bilesimi analiz etmek icin bir yéntem olup, ©&zellidi;
burada vontemin polipeptidi kontaminantlardan etkili Dbir
sekilde avyirmasi, yontemin asadidakileri icermesidir:

a) polipeptid wve bir wveya daha fazla kontaminantin bir
iyon degisimi kromatografisi malzemesine bir yikleme tamponu
kullanilarak badlanmasi, burada vyiklemse tamponunun bir tampon
igcermesi wve burada kromatografinin pH wve sicazkliginin, c¢ok
sayida hedef polipeptit i1ic¢cin asagidaki sekilde optimize
edilmesidir:

i} segilen bir sicakliktaki bir pH edrisine karsi
net vyik edrisinin g¢izilmesi, burada edrinin, iki veya
daha fazla hedef polipeptidinin amino asit bilesimine
dayali olmasi, ve

ii) i) adiminin c¢izimlerinin ikinci tirevinin

belirlenmesiyle, pH edrisine karsi net vyilk edrisinin
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bikilme noktasinin tespit edilmesi;

burada en uygun iyvon dedisim kromatografisi
sartinin, 1ki veya daha fazla hedef polipeptidi icin bir
ortak biikiilme noktasindaki bkir pH olmasi;

b) polipeptid ve bir wveya daha fazla kontaminantin iyon
dedisimi kromatcografisi malzemesinden bir elisyon tamponunun
bir gradyani kullanilarak eliite edilmesi, burada elisyon
famponunun tampon ve bir ftuz igermesi,
burada polipeptidin wve bir weva daha fazla kontaminantin
gradyanla ayrilmasi; ve

¢) polipeptidin wve bir wveya daha fazla kontaminantin
saptanmasy.

21, 1istem 20'nin vyéntemi olup, &zellidi; burada secilen
sicaklidin, ortam sicakligl olmasidir.

22. 1Istem 20 wveya 21'in vydntemi olup, ©&zellidi; burada
tamponun, asagdidekilerle tespit edilmesidir:

a) iki veya daha fazla hedef polipeptid ig¢in
sicakliktaki (dIP/dT) bir dedisim ile pH efrisine karsi net
yikiin pH deferindeki dedisimin belirlenmesi,

b) sicaklikta dedisiklik ile asit ayrisma sabit
tamponunda bir dedisiklidin, esasen ortak bikilme noktalarina
sahip bir wveya daha fazla hedef polipeptitin dIP/dT'si ile
ayni oldudu bir tampon (dpKa/dT) secilmesi.

23. TIstem 22'nin ydntemi olup, 6zellidi; burada tamponun, pH
biikiilme noktasinda etkili bir tampon kapasitesi sadlamasidair.
24. Istem 19 ila 23'in vyoéntemi olup, o6zelligi; burada
fLamponun, N-(Z2-asetamido)-2-aminocetansilfonik asit (ACES)
veya 4-(2-hidroksietil)-l-piperazinetansiilfonik asit (HEPES)
olmasidir.

25. Istemler 19-24'd4n herhangi birinin yontemi olup,
O7zelligi; burada tampon konsantrasyonunun yaklasik b mM ila
vaklagik 20 mM arasinda olmasidar.

26. 1Istemler 19-25'in  herhangi Dpirinin yontemi olup,

bzelligi; burada tampon pH'sinin asadidaki araliklarda
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olmasidir:

a) vyaklasik 20 °C ila vyaklasik 70 °C'lik bir sicaklik
araliginda vaklasik 6.5 ila yvaklasik 8.5 arasinda; ve/veva

b) vaklasik 20 °C ila vaklasik 50 °C'lik bir sicaklaik
araliginda vaklasik 6.5 ila yvaklasgik 8.5 arasinda.

27. 1Istemler 19-26'nin herhangi Lkirinin yéntemi olup,
Ozellidi; burada tamponun ve bikilme noktasindaki
polipeptidin pH'si, vaklasik 22°C'de yaklasik 7.8, vaklasik
37°C'de vyaklasik 7.5 wveya vyaklasik 50°C'de vyaklasik 7.2
olmasidaizr.

28. Istemler 19-27'nin herhangi Lkirinin vyéntemi clup,
bzelligi; burada tuz gradyaninin asagidakiler olmasidir:

a) bir lineer gradyan; ve/veya

b) bir basamakli gradyan; ve/veva

¢) bir NaCl gradyani, bir EKC1 gradyani, (NH4)23504 gradyani
veya bir NaZS04 gradyani.

29. Istemler 19-28"'1in herhangi birinin yontemi olup,
dzelligi; burada gradyandaki tuz konsantrasyonunun asagidaki
sekilde artmasidir:

a) yvaklasik 0 mM’den vyaklasik 1M vye; veva

b) vaklasik 0 mM’den vaklaszsik 100 mM’'vye, vaklasik 100 dakika
igerisinde; vevya

¢) vyaklasik 0 mM'den vaklasik 80 mM’'ye, vaklasik 40 dakika
icerisinde.

30. Istemler 1-29'un herhangi birinin yéntemi olup, 6zelligi;
burada polipeptidin asagidakiler olmasidir:

a) bir antikor veya imminoadezin wveya bunlarin fragmani;
ve/veya

b) bir monoklonal antikor wveya bunun fragmani.

31. Istem 30'un vydntemi olup, ©6zellidi; burada antikerun
asadidakiler olmasidir:

a) bir insan antikoru, bir himanize antikor veyza bir kimerik
antikor; ve/vevya

b) bir antikor fragmani.
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32. Istemler 1-31'in herhangi birinin yéntemi olup, &zellidi;
burada kontaminantin asadgidakiler olmasidir:

a) polipeptidin bir wvarvyanti; ve/veva

b) polipeptidin bir bozunma Urini; ve/veva

¢) polipeptidin bir vik varvanti.

33. 1Istemler 19-32'nin herhangi ©bkirinin vy&ntemi olup,
bzellidi; burada kromatografi malzemesinin, bir katyon
dedisimi kromatografisi malzemesi olmasidir.

34, TIstem 33'nin yontemi olup, ©6zelligi; burada katyon
dedisimi kromatografisi malzemesinin, bir siilfonatla
kromatografi malzemesi wveya bir karboksilatli kromatografi
malzemesi olmasidir.

35. Cok sgayida polipeptid bilegsiminin analiz edilmesi igin
bir yéntem olup, ©6zelligi; burada her Dbir polipeptid
bilesiminin bir polipeptit wve polipeptidin bir wvevya daha
fazla yik wvaryantini igermesi, burada yo&ntemin polipeptidi
vik varyvantlarindan etkili bir sekilde avirmasidir;

her bir polipeptid bilesimi i¢in ydntemin sunlari
icermesidir:

a) polipeptid wve bir veya daha fazla vyuk wvaryantinin,
bir ivon dedisimi kromatografisi malzemesine, bir vyikleme
tamponu kullanilarak yaklasik 1 mL/dakikalik bir akis hizinda
baglanmasi, burada vyilkkleme tamponunun, yaklasik 40 °C'de
yvaklasik pH 7.6"da 10 mM HEPES tamponu igermesidir;

b) polipeptid wve viilk wvaryantlarinin, ivyvon dedigimi
kromatografisi malzemesindeki kontaminantlardan, bir eliisyon
fLamponunun bir gradyani kullanilarak elite edilmesi, burada
elilsyon tamponunun, vaklasik pH 7.6"'daki yaklasik 10 mM HEPES
tamponu ve bir NaCl ig¢ermesi, burada gradyandaki NaCl
konsantrasyonunurn, vaklasik O mM’ den vaklasik 80 mM’ye
vaklasik 40 dakika ig¢erisinde yikselmesi, burada polipeptid
ve yiik varyantlarinin gradyanla ayrilmasi; ve

c) polipeptid wve bir wveya daha fazla vyik wvaryvantinin

tespit edilmesi.
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36. Istem 35'in yéntemi olup, &zellidi; burada c¢ok sayidaki
polipeptid bilesimlerinin farkli polipeptidleri icermesidir.
37. 1Istem 35 veya 36'nin yéntemi olup, 6zellidi; burada cok
sayidaki polipeptid bilesimlerinin farklas plIs’lere sahip
polipeptidler icermesidir.

38. 1Istemler 35-37'nin herhangi ©bkirinin vy&ntemi olup,
Ozellidi; burada polipeptid bilesimlerinin, antikor

bilesimleri olmasidir.
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TARIFNAME

IYON DEGiI$IM KROMATOGRAFiISI GIRDI OPTIMiZASYONUNUN ACIKLAMASI

BULUSUN ALANT

Mevcut bulus, protein yik varyantlari ig¢in iyenik gli¢c gradyani

iyon dedisim kromatografisi kullanilarak polipeptidlerin

preparasyonlarinin analiz edilmesine

BULUSUN GECMISI

yénelik y&ntemler sadlar.

Monoklonal antikorlar (mAb'ler) gibi proteinler, sulu bir

ortamda vyizeyde godunlukla ylukli

ve polar amino asitlere

sahiptir (Barlow, DJ wve Thornton, JM (1986) Biopolymers

25:1717) . Cozelti Dbilesenleri ile molekiiler etkilesimden

dolayi, vizey artiklari ¢ck sayida kimyasal ve enzimatik

modifikasyona maruz kalarak, elektrostatik vyiizeylerinde kilglik

farkliliklar gbsteren heterojen

karigimina vyol acabilir (Dick, LW

bir protein varyanti

ve diderleri, (2009) J.

Chromatogr. B 877:3841; Liu, HW wve digerleri, (2008) Rapid

Commun. Mass Spectrom. 22:4081; Miller, AK, ve diderleri,

(2011) J. Pharm. Sci. 100:2543; Wang, WR ve diJerleri, (2011)

Meol. Immunol. 48:860). Katyon defisim kromatografisi (CEC},

Vlasak, J and Ionescu, R (2008 Curr.

Pharm. Biotechnol. 9:468)

tarafindan vapilan vakin tarihli bir incelemeye g&re protein

terapdtiklerinin yik heterojenlidinin profillenmesi konusunda

altin standardi olarak kabul edilir. Yike duyarli ayirma

yonteminin, {iretim sirasinda lretim

tutarlilidinin sadlanmasi

ve protein terapétiklerinin bozunma seviyesinin izlenmesi,

diizenleyici kurumlar tarafindan

cofunlukla olarak talep

edilmektedir (Miller, AK, ve diferleri, (2011) J. Pharm. Sci.

100:2543; He, XPZ (2009) Electrophcoresis 30:714; Socsic, 2 ve

digerleri, (2008) Electrophoresis 29
(2010) J. Chromatogr. B 878:1973:
(2010) J. Chromatogr. A 1218:2081).

:4368; Kim, J ve diderieri,

Teshima, G ve didgerlieri,

Tyon Dedisim Kromatografisi (IEC), tipik olarak bir badlama ve

eliite etme modunda gergeklestirilir.

Genel olarak bir miAb gibi
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bir protein &rnedi, situna protein badlanmasini kolaylastiran
kosullar altinda (yani %100 tampon A'da) duradan faza sokulur.
Sirayla ayrilmak tzere farkli yikldl proteinlerin uyarilmasi
igin bir tuz veya pH gradyani (yani, tampon B'nin %'si artar)
uygulanir. IEC yoéntemleri, tTipik olarak uUrlne &zgludir. Hem
saglam hem de sicaklik ve pH'daki dalgalanmalara dayanabilen
ve yluk heterojenligini vyeterince ¢ézebilen bir yéntemin
gelistirilmesi kaynak vodundur. Coklu polipeptid {driinlerinde
kirletici maddelerin varligdini belirlemek i¢in saglam
analizlerin gelistirilmesine imkan veren bir optimal tampon
sistemi gelistirme ydntemleri arzu edilir.

Kelley ve digerleri (Biotechn. and Bicengin., (2008) 100({5):
950-963) iyon dedistirme kromatografisi adimlarini optimize
etmek 1ig¢in vyliksek wverimli tarama sisteminin kullanimini
agiklar. Bir tarama ¢alismasinda 11 regine, 4 pH seviyesi wve 3
baslangi¢ tuzu konsantrasyonu (toplam 144 kombinasyon) test
edilmisgtir. Ahamed ve diJerleri (J. Chromatogr. &, (2007),
1164: 181-188) bir pH gradyani iyon dedisim kromatografisi
kullanarak optimal pH 1i¢in tTarama ve teorik pl dederlerini
elde etmek 1¢in toplanan pH dederlerini proteinlerin net
yilklerine karsi g¢izmek i¢in bir y&ntemi agiklamaktadir.

Mevcut bulus, hem polipeptidin hem de tamponlama sisteminin
matematiksel modellemesine dayali olarak ivyon dedisimine
yonelik en uygun kosullari dngdrmek ig¢in yéntemler sadlar.

KISA OZET

Mevcut bulusun konusu istemlerde tanimlanmistir.

Bazi1 g&rinimlerde, mevcut Dbulus, ¢ok sayida bilesimi analiz
etmek icin bir optimal ivon dedisim kromatografisi avyirma
kosulu tanimlanmasina vyonelik vyontemler sadlamakta olup,
burada her bir bilesim, bir veya daha fazla kontaminantli bir
polipeptid igerir, yodntem sunlari kapsar: a) 1iki wveya daha
fazla bilesimin polipeptitlerinin aminc asit bilesimine dayalzi
olarak sec¢ilen bir sicakliktaki bir pH egdrisine karsgsi net yiuk
edriginin ¢izilmesi ve b) pH edrisine karsi net vyik edrisinin

biikiilme noktasinin ndtr veya ndtre vakin pH'de a) adiminin
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¢izimlerinin ikinci tlirevi belirlenerek Lespit edilmesi;
burada optimal iyon dedisim kromatografisi ayirma kosulunun,
bir wveya daha fazla bkilesimin polipeptidleri 1ig¢in ortak bir
biikiilme noktasina vyakin bir pH tir. Bazi1 uygulamalarda,
yontemler ayrica sunlari kapsar: ¢) 1iki veya daha fazla
bilesimin polipeptidleri igin  sicakliktaki (dTP/dT) bir
dedisimle pH edrisine karsi net yikin pH dedisim noktasindaki
dedisimin belirlenmesi, d} kromatografide kullanmak icin bkir
tampon sec¢ilmesi, burada sicakliktaki dedisiklikle tamponun
asit ayrisma sabitinde bir degigsiklik (dpKa/dT),
polipeptidlerin dIP/dT'si ile aslen aynidir,

Baska gérinumlerde, mevcecut  bulus, bir wveya daha fazla
kontaminantli: bir polipeptid igeren bir bilesimi analiz etmek
icin bir optimal ivon dedisim kromatcografisi ayirma kogulu
tanimlanmasina yénelik yéntem saglamakta olup, yéntem sunlari
kapsar: a) polipeptidin amino asit bilegimine dayali olarak
secgilen bir sicakliktaki bir pH edrisine kargi net vylk
edrisinin ¢izilmesi ve b) pH edrisine karsi net yiik edrisinin
bikillme noktasinin nétr wveyva noétre vakin pH'de a) adiminin
¢izimlerinin ikinei  tirevi belirlenerek tespit edilmesij;
burada optimal iyon dedisim kromatografisi ayirma kosulu, bir
veya polipeptid ig¢in bikillme noktasina yakin bir pH'dir.

Baz1 uygulamalarda, blikiilme noktasindaki net vyiik pozitifse,
bir katyon dedisim malzemesi, ivon dedisim kromatografisi igin
kullanilir. Bazi uygulamalarda, katyon dedisimi kromatografisi
malzemesi, bir silfonatli: kromatografi malzemesi veya bir
karboksilatli kromatografi malzemesidir. Baska uygulamalarda,
biikiilme noktasindaki net vyiik negatifse, bir anyvon dedisim
malzemesi, Kromatografi ic¢in kullanilir. Bazi uygulamalarda,
anyon dedisimi kromatografisi malzemesi, bir dérdiinciil amin
kromatografi malzemesi wveya bir dUg¢iincil amin kromatografi
malzemesidir. Daha baska uygulamalarda, bir karma kipli
kormatografi malzemesi, kromatografi i1g¢in kullanilir. Bazi
uygulamalarda, karma kipli iyon de§isim malzemesi, bir sirala

olarak doldurulmus siilfonatli kromatografi malzemesi vevya
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karboksilatli kromatografi malzemesl ve bir dordincil amin
kromatografi malzemesi veya icinciil amin kromatografi
malzemesi karisimidir.

Bazi uygulamalarda, tampon, pH bikilme ncktasinda etkili bir
tampon kapasitesi saglar. Bazi uygulamalarda, bir veya daha
fazla bilegimin polipeptidlerinin dIP/dT’si, vyaklasik -0,02 pH
birimdir. Bazi uygulamalarda, sicakliktaki dedisim, 20 °C ila
70 °C arasindadir. Daha baska uygulamalarda, sicakliktaki
dedisim, 20 °C 1ila 50 °C arasindadir. Bazi uygulamalarda,
dpKa/dT = dIP/dT + %50’dir. Bazi uygulamalarda, d) adiminda
secilen tampondaki polipeptidin net yiitki 30 °C {izerinde
0,5'ten az degigsir. Bazi uygulamalarda, d) adiminda seg¢ilen
tampon, vyaklasik 5 mM i1la vyaklasik 250 mM arasindaki bkir
konsantrasyondaki bir kromatografide kullanailair.

Yukarida uygulamalarin bazi uygulamalarinda, tampon
bilegsimleri ayrica bir tuz ig¢erir. Daha baska uygulamalarda,
tuz, NaCl, EKC1, (NH4)250s wveya NaS0:s"tlir. Bazi uygulamalarda,
tuzun yodunludu, vyaklasik 1 mM ila yaklasik 1M arasindadair.
Bulusun vyéntemlerinin bazi uygulamalarinda, polipeptid, bir
antikor wveya Immincadezin veya bunlarin fragmanini igerir.
Bazi uygulamalarda polipeptid, bir monckleonal antikeor ya da
bunun fragmanidir. Bazi uygulamalara g&re antikor bir insan
antikorudur. Bazi uygulamalara gdre antikor insanlastirilmis
bir antikordur. Daha baska uygulamalara gdre antikor bir
kimerik antikordur. Bazi vyapilanmalarda antikor bir antikor
fragmanidir.

Bulusun yontemlerinin baz1 uygulamalarinda, kontaminant,
polipeptidin bir varvantidir. Bazi uvygulamalarda, kontaminant,
polipeptidin bir bozunma Urtinidir. Bazi uygulamalarda,
kontaminant, polipeptidin bir yiik varyantidar.

Baz1 gbdrinlimlerde, mevcut bulus, polipeptid wve bir wveya daha
fazla kontaminant iceren bir bilegimi analiz etmeye yonelik
polipeptidleri kontaminantlardan etkili bir sekilde ayiran
yéntemler sadlar, ydntem sunlara kapsar: a) her biri bir hedef

polipeptid wve bulusun ydntemlerine g&re bir wveya daha fazla
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kontaminant igeren c¢ok sayida bilesim icin coptimal pH ve
sicaklik iyon dedisimi ayirma kosullarinin belirlenmesi, Db)
polipeptid wve bilesimdeki bir wveyva daha fazla kontaminantin
bir iyon dedisimi kromatografisi malzemesine bir yikleme
tamponu kullanilarak badlanmasi, burada yikleme tamponu mevcut
bulusun y&ntemi tarafindan tespit edilen bir tampondur; c)
polipeptid ve ivon defisimi kromatografisi malzemesinden bir
veya daha fazla kontaminant bir eliisyon tamponunun bir
gradyani kullanilarak eliite edilmesi, burada elisyon tamponu,
tampon ve bir tuz dgerir, Tburada bir gradyandaki tuz
konsantrasyonu zamanla artar, burada pcolipeptid wve bir veya
daha fazla kontaminant gradyanla avyrilir; ve d) polipeptidin
ve bir veya daha fazla kontaminantin saptanmaszi.

Baz1i gorinumlerde, mevcut bulus, polipeptidi kontaminantlardan
etkili sekilde ayiran bir polipeptid ve bir veya daha fazla
kontaminant ig¢eren bir bilesimi analiz etmek digin yontemler
sadlar, vyéntem sunlari kapsar: a) polipeptid ve bir veya daha
fazla kontaminantin bir iyon dedisimi kromatografisi
malzemesine bir vikleme tamponu kullanilarak badglanmasi,
burada yikleme tamponu bir tampon icerir ve burada
kromatografinin pH wve sicaklidi gok sayida hedef polipeptid
igin  optimize edilmistir i) iki veya daha fazla  hedef
polipeptidin polipeptidinin amino asit bilesimi baz alinarak
segilen bir sicakliktaki bir pH edrisine karsi net viuk
edrisinin g¢gizilmesi, wve 1i) 1) adiminin ¢lzimlerinin ikinci
tiirevini belirleyerek pH edrisine karsi net ylik edrisinin
biikilme noktasinin tespit edilmesi; burada optimal iyon
defisim kromatografisi kosulu, iki wvevya daha fazla hedef
polipeptid ig¢in ortak bir biikiilme noktasindaki bir pH’dir; b)
polipeptid ve iyon dedisimi kromatografisi malzemesinden bir
veya daha fazla kontaminantin bir eliisyon tamponunun bir
gradyani kullanilarak eliite edilmesi, burada elisyon tamponu,
tampon ve bir tuz icerir, burada polipeptid ve bkir wveya daha
fazla kontaminant gradyanla ayrilir; ve ¢} polipeptidin ve bir

vevya daha fazla kentaminantin tespit edilmesi. Baz1
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vaklasik 250 mM arasindaki bir konsantrasyondaki bir
kromatografide kullanilair.

Yukarida uygulamalarin bazi uygulamalarinda, tampon
bilesimleri avyrica bir tuz igerir. Daha baska uygulamalarda,
tuz, NaCl, KCI1, (NH4)2501 veya NaxS0s"'tlir. Bazi uygulamalarda,
tuzun vyodunludu, vaklasik 1 mM ila vyaklasik 1M arasindadir.
Bazi1i uygulamalarda, tuz konsantrasyonu vyaklasik 100 dakikada
vaklasik 0 mM " den vaklasik 100 mM’ ye cikar. Baska
uygulamalarda, tuz konsantrasyonu, vaklasik 40 dakikada
vaklasik 0 mM'den vyaklasik 80 mM'ye c¢ikar,

Bulusun yoéntemlerinin bazi uygulamalarinda, poclipeptid, bir
antikor wveya immincadezin wveya bunlarin fragmanini icerir.
Bazi uygulamalarda polipeptid, bir monoklonal antikor vya da
bunun fragmanidir. Bazi uygulamalara gdre antikor Dbir insan
antikorudur. Bazi uygulamalara gdre antikor insanlastirilmis
bir antikordur. Daha baska uygulamalara gbdre antikor bir
kimerik antikordur. Bazi vapilanmalarda antikor bir antikor
fragmanidir.

Bulusgun vontemlerinin bazi uygulamalarainda, kontaminant,
polipeptidin bir wvaryantidir. Bazi uygulamalarda, kontaminant,
polipeptidin bir bozunma Urinudir. Bazi uygulamalarda,
kontaminant, polipeptidin bir yik varyantidir.

Baz1 uygulamalarda, ivyvon dedisim kromatografi malzemesi bir
katyon dedisim krcomatografi malzemesidir. Basgska uygulamalarda,
katyon de@isimi kromatografisi malzemesi, bir stilfonatla
kromatografi malzemesi veya bir karboksilatli kromatografi
malzemesidir.

Bazi gé&riintimlerde, mevceut bulus cok sayida polipeptid
Pilesiminin analiz edilmesi ig¢in yéntemler sadlar, burada her
bir pclipeptid bilesimi bir polipeptid wve polipeptidin bkir
veya daha fazla yik varyantini igerir, burada yontem
polipeptidi yik wvaryantlarindan etkili bir sekilde ayirir; her
bir polipeptid bilesimi ic¢in yontem sunlari kapsar: a)
polipeptid ve bir weya daha fazla ylk varyantinin bir iyon

dedizimi kromatografisi malzemesine vaklagsik 1 mL/dakikalik
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bir akis hizinda bir vyukleme tamponu kullanilarak baglanmaszi,
burada yiikleme tamponunun yaklasik pH 7.6'da yaklasik 40 °C'de
10 mM HEPES tamponu igermesi; b) polipeptid ve ylik varyantlari
kontaminantlarinin iyon dedisimi kromatografisi malzemesinden
bir elidsyon  tamponunun bir gradyani kullanilarak eliite
edilmesi, burada eliisyon tamponu yaklasik pH 7.6'da vyaklasik
10 mM HEPES tamponu wve Dbir NaCl icgerir, gradyandaki burada
NaCl konsantrasycenu vaklasik 0 mM'den vaklasik 80 mM'ye
vaklasik 40 dakika icerisinde ¢ikar, burada polipeptid ve vyilk
varyantlar1l gradyanla ayrilir; ve ¢) pclipeptid ve bir veya
daha fazla yik wvaryantinin saptanmasi. Bazl uygulamalarda, c¢ok
sayidaki polipeptid bilesimi farkli polipeptidleri icerir.
Baz1i uygulamalarda, ¢ok sayidakl polipeptid bilesimi, farkl:
pls’lere sahip polipeptidler igerir. Bazi uygulamalarda,
polipeptid bilegsimleri, antikor bilesimleridir.

CIZIMLERIN KISA ACIKLAMALART

Sekil 1, monoklonal antikor mabl (diz bos ¢izgi) wve bunun iki
yiuk wvaryanti icin pH'ye karsi hesaplanan net yikid ¢izen bir
grafiktir. Kesik c¢izgiler, iki negatif vyikld bir asidik
varyant wve 1iki pozitif yikld bir bazik varyanti temsil eder.
Edriler, mAbl ve bunun varyantlarinin amino asit dizisi
bilesimi kullanilarak clusturulmustur. Yildiz, edrinin bikilme
nocktasini gbsterir. PH'in Dbiikdlme noktasinda calisan bir
platform IEC vydntemi, pH'a gére optimal cozlinlirlik ve
saglamlik sadlavacaktair.

Sekil 2L, bir popilasyondaki (6rnedin, bir polipeptid
cbzeltisi) pH ©lcedi lizerinde protonlanmis  histidinlerin
(pozitif vikli) vizdesinin bir grafigini gé&stermektedir.

Sekil 2B, pH 6.5 ve pH 7.5'de on histidin kalintisi igeren bir
polipeptiddeki deproteonize histidinlerin (yik frekansui)
sayisinli gbstermektedir. Enfeksiyon noktasinin (pH 7.5},
histidin artiklarinin g¢odunun deprotenize oldudunu ve yiukla
olmadidini géstermektedir.

Sekil 2C, her biri 1iki  histidin kalintisina sahip dért

polipeptid melekiiliiniin bir Srnedini gdstermektedir. His’in
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pKa’sinda (pH 6.0), His kalaintilarinin %50’si protonlanmis
ve %507s1 protonsuzlastirilmistir. Bu dbért molekiildeki His
kalintilarinin yik durumu, pKa'da bir binom dagilimidir:
birisi her iki His’i protonlanmis; ikisi bir His’i
protonlanmig ve didJeri protonsuzlastirilmig; ve birisi her iki
His’i protonsuzlastirilmis,

Sekil 3, pH'nin bir fonksiyonu clarak peclar amino asitler icin
yvilk frekansina iliskin tipik bir moncokleonal antikorun bir
grafigidir. 37 C'de vyiuk hesaplamasina katkida bulunan altyi
amino asit 1ig¢in farkla: pH'larda farkli: en Dbel yik durumunun
olas111g§1, diz ¢izgiler halinde g¢izilmis ve mAbl ig¢in bu amino
asit kalintilarinin adirlikli kombinasvyvonu, kesikli bir c¢izgi
halinde cizilmistir.

Sekil 4, 22 °C'de farkli pH'larda mAbl'in Shannon entrofisini
gbstermektedir. Net yilk hesaplamasina katkida bulunan aminc
asit kalintilarinin tirid ve sayisi Tablo 3'te listelenmisgtir.
Sekil 5, 37 °C'de farkli pH'taki bir mabl popiilasyonunda vyiik
dagiliminin 3D gérinimini ve yik dagilimai frekansina
gbéstermektedir. Net vyik wvs. pH edrisinin bikilme ncktasinda,
yiuk dagiliminin yaklasik 0,7 ile en homojen iken, bikilme
noktasindan uzaktaki pH'ta, yuk dadiliminin 0,15"1ik bir
frekansla daha genis oldudunu gbdstermektedir. IEC ayirmasi
vike dayali oldudu icin, vk dadilimi frekansi ne kadar yliksek
olursa, tepe noktasi o kadar dar ve c¢dzinlirlik ¢ kadar vyiksek
olur.

Sekil 6, Sekil 5'in 2D gésterimi olup, mAbl igin bir net vyike
karsi pH edrisidir. Sicaklik 37 °C iken bikilme noktasi pH
7.5'tedir.

Sekil 7, 37 °C'de ¢esitli mAb dUrtnil icin pH'nin bir fonksivonu
olarak net vyiku gdsteren bir grafiktir. Her bir mab’nin
hesaplanan net vyiikii, mAb'nin amino asit sekansina gdre
hesaplanmistir. Baz1 mAb'ler farkla cerceve amino asit
sekanslarina sahip olmustur. Tum edrilerin bikiilme noktasi

37 °C'de pH 7.5 civarindadir.
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Sekil 8, <c¢ok sayidaki mAb {riiniintn 22 °C'de {elmaslar),
37°C'de (uggenler) ve b50°C’de (kareler) hesaplanan bikiilme
noktalarini g&steren bir grafiktir.

Sekil 9, net vyukin mAb2 icin pH dederini 22 °C ila 50 °C
arasindaki sicakliklarda gdsteren bir grafiktir.

Sekil 10A, biikiilme noktasi dedisim hizini gdstermektedir,
Sekil 10B, segilen mdb'ler ic¢in sicaklaidain bir fonksiyonu
olarak dIP'deki defisikligi gbdstermektedir. Dedigim orani
hemen hemen aynidir.

Sekil 11, belirli bir tamponda bir mAbZ i¢in net yikil gdsteren
bir sicakliktir (fosfat, HEPES, ACES wve Tris).

Sekil 12, ayni kromatografi prosediriini kullanarak farkl:
pl'lere sahip birkac mAb'nin Ortlistiirlilen kromatogramlarini
gdstermektedir. Tampon A, 37 °C'de 5 mM ACES pH 7.5'tir.
Tampon B, Tampon A iginde 180 mM NaCl’dir. Tuz gradyani, 100
dakika igerisinde veyva 1 mM/dakikada 37 °C'de 0 mM NaCl ila
100 mM NaCl’dir. Akis hizi, 0,8 mL/dk olmustur. Kolon, bir
MabPac SCX-10 kolonu (4x250 mm) olmustur.

Sekil 13, pH'nin bir fonksiyonu olarak mAbd i¢in bkir IEC’nin
dayanikliligina gostermektedir. Kromatografi sartlara,
gradyanin 1,5 mM NaCl/dk o¢lmasi haricinde Sekil 12'de
gbsterildidi gibidir.

Sekil 14, sicakliin bir fonksiyvonu olarak ¢ mAb igin bir
IEC'nin davyaniklilidini gdstermektedir. Kromatografi kosullara,
¢ antikorun timid ig¢in ve Sekil 13'te tarif edilenlerle ayni
olmustur.

Sekil 15, sicaklidin bir fonksiyonu olarak U¢ mAb ig¢in bir
IEC'nin davaniklilidini gdstermektedir. Kromatografi sartlara,
tim ¢ antikor ig¢in de ayni olmustur. Kromatografi sartlari,
tamponun 10 mM HEPES olmasi haricinde Sekil 13'teki gibidir.
Sekil 16, ¢oklu {drlin prosedirinl kullanarak ¢ mAb'nin IEX
kromatografisini karsilastiran ve her mAbk i¢in gelistirilmis
prosediirleri kullanan grafikleri gdstermektedir. Coklu Urinlu
yéntem, 37 °C'de (1,5 mM/dk) 50 dakika icerisinde ve (,8
mL/dk’11k bir akis hizinda bir 0 mM NaCl 1la 75 mM NacCl

10
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gradyani ile 5 mM ACES pH 7.5 olmustur. Uriine &zel yéntemler
icin tampon ve sicaklik farkli olmustur. mAb8 ic¢in bu,
30 °C'de 20 mM MES pH 6.5'tir; mAb25 icin bu, 42 °C'de 20 mM
HEPES pH 7.6'dir; ve mAb26 icin bu, 40 °C'de 20 mM ACES pH
7.1'dir. Kolon, bir MabPac SCX-10 kolcnu {(4x250 mm) olmustur.
Sekil 17, dért farkli: kromatografi kolonlari {izerinde mAbS
kullanilarak ¢ok uUrunlu kromatografi kosullarinin kullanimina
g&stermektedir; ProPac WCX-10 (10 num, 4x250 mm), YMC (5 um,
4x100 mm), AntiBeodix (5 pm, 4x250 mm), ve MabPac SCX-10 (10 um,
4x250 mm). Kromatografi kosullari, Sekil 137te tarif edilen
sekilde olmustur. FEkleme, wvaryant piklerinin genislemesini
gbsterir.

Sekil 18, farkli Dboyutlardaki ProPac WCX-10 kromatografi
kelenlarinda; 4x250 mm, 4x100 mm, 4x50 mm, mAb8 kullanilarak
coklu urinli kromatografi sartlarinin kullanimini
gbstermektedir, Calisma sireleri, daha kisa kclonlar ile daha
kisa olmaktadir. Kromatogramlar, ana Tepe noktasina
normallestirilmistir. Kromatcgrafi kosullara, gradyan
kosullari  haricinde Sekil 15 ic¢in tarif edilen sekilde
olmustur.

Sekil 19, bir GMP Dayaniklilik DOE ¢alismasinin ana pik géreli
yizdesinin bir grafidini géstermektedir.

Sekil 20, bir GMP Davyaniklilik DOE ¢alismasinin ana pik gdreli
yizdesinin bir grafidini gdstermektedir.

Sekil 21, bir GMP Dayaniklilik DOE ¢alismasinin ana pik géreli
yizdesinin bir grafidini gdstermektedir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASIT

Mevcut bulus, bir vevya daha fazla kontaminantli bir polipeptid
iceren bir bilesimi analiz etmek ic¢in bkbir coptimal ivon dedisim
kromatografisi ayirma kosulu tanimlanmasina yodnelik ydntemler
saglamakta olup, ydntem sunlari kapsar: a) polipeptidin amino
asit bkilesimine dayali olarak segilen bir sicakliktaki bir pH
edrisine karsi net ylik edrisinin c¢izilmesi ve b) pH edrisine
kars1i net vyik e&risinin biikilme noktasinin ndétr wveya ndtre

vakin pH'de a) adiminin cizimlerinin ikinci tiirevi
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belirlenerek tespit edilmesi; burada optimal 1yon dedisim
kromatografisi ayirma kosulu, bir veya polipeptid i¢in blukilme
noktasina yakin bir pH dir. Bazi uygulamalarda, yik
frekansinin dadilimi, verilen bir sicaklik i¢in farkli pH
degerlerinde polipeptidin Shannon entrofisinin hesaplanmasiyla
belirlenir. Shannon entrofisi azalirken, hir bilesimdeki
polipeptidin yik dadilimi daha homojen olur. Sonu¢ olarak,
polipeptid wve vyiik wvarvantlari arasindaki c¢odziinme kabilivyeti
iyilesir.

Bazi uygulamalarda, mevcut bulus, bir wveya daha fazla
kontaminantli bir polipeptid igeren bir bilesimi analiz etmek
amaciyla, bir optimal ivon dedisim kromatografisi ayirma
kosulunda kullanim i¢in bir tampon tanimlamak i¢in yéntemler
sadlar. Bazi uygulamalarda, sicaklikla {dpKa/dT) asit ayrisma
sabitindeki degisimin, sicaklik (dIP/dT} ile vyukarida tarif
edilen sekilde bhikiilme noktasindaki dedisime vyaklagsik olarak
egit oldudu bir tampon secgilir.

Baz1 goriinimlerde, mevcut bulus, c¢ok sayida bilesimi analiz
etmek ic¢in bir optimal iyon dedisim kromatografisi ayirma
kosulu tanimlanmasina yonelik y&ntemler sadlamakta olup,
burada her bir bilesim, bir veya daha fazla kontaminantli bir
polipeptid icerir, ydntem sunlari Xkapsar: a) 1iki veya daha
fazla bilegimin polipeptitlerinin amino asit bilesimine dayal:
olarak secilen bir sicakliktaki bir pH edrisine karsi net vyik
edrisinin ¢izilmesi ve b) pH efrisine kargi net yik edrisinin
bikiilme noktasinin nétr veya ndtre vakin pH'de a) adiminin
¢izimlerinin ikinci  tlrevi belirlenerek tespit edilmesi;
burada optimal ivon degisim kromatografisi ayirma kosulunun,
bir wveyva daha fazla kilegimin polipeptidleri ig¢in ortak bir
bitkiilme noktasina yakin bir pH tir. Dolayisiyla, ydntem, her
Urtin i¢in spesifik protokoller gelistirmeye gerek kalmadan
birden c¢ok drinit analiz etmek i¢in kullanilabilir.

I. Tanimlar

Burada birkbirlerinin yerine kullanilan "polipeptid" ve

"pretein™ terimleri, herhangi bir uzunluktaki amino asit

1z



10

15

20

25

30

35

polimerlerini ifade eder. Polimer, diz veya dallil olabilir,
modifiye amino asitler igerebilir ve amino olmayan asitler ile
kesintiye ugrayabilir. Bu terimler, ayrica dodal oclarak veya
mildahaleyle, Ornedin distilfid badi olusumu, glikesilasvyon,
lipidasyon, asetilasyon, fosforilasyon veya baska maniplilasyon
veya modifikasyonlar, mesela bir isaret bilegeni wveya toksin
ile koagiilasyon 1ile meydana gelmis olan bir aminc asit
polimerini de kapsar. Avyrica, tanima, ©ornedin, bir amino
asidin bir veya birden fazla analodunu igeren (O6rnedin, dodal
olmayan amino asitler vs.) polipeptidlerin yani sira teknikte
bilinen dider modifikasyonlar dahildir. Burada kullanildig:
halivle "polipeptid"™ wve '"protein" terimleri spesifik olarak
antikorlari kapsar.

Burada kullanildigdi sekliyle "polipeptit yik varvanti" terimi,
polipeptidin yikinin dedistirilecedi sekilde kendi dogal
durumundan modifiye edilmis polipeptide karsilik gelir., Bazi
drneklerde, yik varvantlari, ana polipeptidden daha asidiktir;
baska bir deyisle ana polipeptidden daha distk bir pI’'ye
sahiptir. Dider &rneklerde, vyUk wvarvyantlari, ana polipeptidden
daha baziktir; baska bir deyisle ana polipeptidden daha ylksek
bir pI'ye sahiptir. Bu tir medifikasyonlar mihendislik yoluyla
vapilabilir veya dodal proseslerin; 6érnedin, oksidasyon,
deamidasvyon, lizin kalintilarinin C ucu islemesi, N ucu
piroglutamat olusumu ve glikasyonun sonucu o©labilir. Bazi
drneklerde, bir polipeptid vyiuk wvaryanti, proteine badli olan
glikanin, glikoproteinin yikiinlin, ana glikoproteine kiyasla
degistirilecedi sekilde, brnedin, sivalik asit veya
tirevlerinin eklenmesivle modifive edildigi bir
glikoproteindir. Burada kullanildigi sekliyle bir Mantikor
yikleme varyanti", antikoru veya fragmaninin, antikoru veya
fragmaninin yikinin dedistirilecedi sekilde kendi dogal
halinden modifiye edilecedi sekilde modifiye edildigi bir
antikoru veya fragmanidir.

"Saflastirilmig" polipeptid (drnedin antikor veya immiincadezin)

terimi, ©polipeptidin saflidinin, dodal ortaminda bulundudu
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durumdan ve/veya baslangicta laboratuvar kosullaranda
sentezlendidi ve/veya amplifiye edildidi durumlardan daha satf
bir formda mevcut olacak sekilde artirilmis olduunu ifade
eder. Saflik bagil bir terimdir ve her =zaman mutlak saflida
ifade etmeyebilir.

"Antagonigt"” terimi en genis anlamiyla kullanilir ve bir natif
polipeptidin bir biyclojik aktivitesini kismen wveya tamamen
bloke eden, inhibe eden wvevyva nétrlestiren herhangi Dbir
molekiili kapsar. Benzer bir sekilde, "agonist" terimi de en
genig anlamiyla kullanilir ve bir natif polipeptidin bir
biyolojik aktivitesini taklit eden herhangi bir molekiild
kapsar. Uygun agonist veya antagenist molekiilleri, spesifik
olarak agonist vwveya antagonist antikorlara: wveya antikor
fragmanlarini, doJal polipeptitlerin fragmanlarini veya amino
asit sekansi varyantlarini igerir. Rir polipeptidin
agonistlerini veya antagonistlerini tanimlamak ic¢in yontemler,
polipeptidin, bir aday agonisti wveya antagonist melekllil ile
temas ettirilmesi ve normalde polipeptid ile iliskili bir veya
daha fazla bivolojik aktivitede tespit edilebilir bir
dedisimin dlg¢lilmesini icerebilir.

I1gili bir antijene, d&rnedin timdrle iliskili bir polipeptit
antijen hedefine "badglanan" bir pclipeptid, polipeptidin
antijeni ifade eden bir hiicreyi wveva dokuyu hedef almada
tanilavyici ve/veya terapdtik bir ajan clarak faydalil olmasini
sadlavacak sekilde, antijene yeterli afiniteyle badlanan ve
diger polipeptitlerle dnemli olgilide capraz reaksiyona girmeyen

bir polipeptittir. Bu tlr yapilanmalarda, polipeptidin "hedef

disa™ bir polipeptide baJlanma derecesi, floresans ile
aktiflestirilmis hiicre aylirma (FACS) analizi veva
radyoimmiinopresipitasycn (RI%) ile belirlendigi lzere,

polipeptidin belirli hedef polipeptidine baglanma derecesinin
yvaklasik %10'undan daha diisiik olacaktzir.

Bir polipeptidin bir hedef molekille badlanmasi: ile 1ilgili
olarak, bkelirli bir polipeptit wveya belirli Dbir polipeptit

hedefi 1iizerindeki bir epitop ic¢in '"spesifik badlanma”™ wveva
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"spesifik olarak baglanmak” wveya "...

igin spesifik™

terimleri,

spesifik olmayan bir etkilesimden &lcgiilebilir diizeyde farkl:

olan baglanmayi belirtir.

Spesifik badlanma,

drnedin

bir

molek{iliin badlanmasinin, bir kontrol molekiliinlin badlanmasi

ile kargilastirmalar olarak belirlenmesiyle &lgiilebilir,

kontrol molekillil

olmayan benzer vapida bir molekiildir.

baglanma, hedefe

igsaretlenmemis bir hedefin fazla miktara

belirlenebilir. Bu

baglanmasi, igaretlenmemis hedef fazlasi

olarak inhibe edilirse,

genellikle badlanma

benzer bir

burada

aktivitesine sahip

Ornedin, spesifik

kontrel molekiilii, drnedin

durumda, 1saretlenmis hede

"Antikor" terimi Dburada en genis anlamivyla

spesifik c¢larak monoklconal antikorlari,

fin bir

ile rekabet vyoluyla

proba

tarafindan rekabetgi

spesifik badlanme gésterilmis olur.

kullanilir wve

poliklonal antikorlarsa,

en az iki adet eksiksiz/intakt antikcordan olusan multispesifik

antikorlar: (6rnedin bispesifik antikorlar) ve istenen
biyolojik aktivitevi gbstermeleri kaydiyla antikor
fragmanlarini kapsar. "Immiinoglobiilin" (Ig) terimi Dburada

antikor vyerine kullanilmaktadir.

Antikorlar, timi Imminogleobiilin katlanmasina dayanan,

vaplilara sahip, dodal vyoldan meydana gelen

molekilleridir. Ornedin IgG antikorlari,

farkla

imminoglobiilin

islevsel bir antikor

olusturmak Ulzere disulfid bagivyvle badli olan iki T"hafif"®

zincire ve 1iki "agir"

zincir bir "sabit"

zincire sahiptir.

Her bir adir ve hafif

(C) ve bir "degisken" (V) bdélge igerir. V

bélgelerd antikorun antijene

belirlerken, C bdlgeleri
efektdrlerle antijene spesifik olmavan

alir. Bir antikorun wveyva bu antikora ait

fragmanin antijene

baglanma

baglanma  spesifikligi,

spesifiklidini

vapisal destek sadlar ve

etkilesimlerde

immin

gbrev

antijen badlayica

bilr antikorun

belirli bir antijene spesifik olarak badlanma becerisidir.

Bir antikorun antijene badlanma

spesifikligi

vapisal ¢zelliklerine gdre belirlenir. Degiske

domenlerin 110 aminc asitlik bir kismz

dadi1lim gdstermez.

Bunun verine,

15

V boélgeleri,

V bélgesinin

nlik, dedisken

her biri

boyunca homojen bir

9-12
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amino asit uzunludunda olan "hiperdedisken bdlgeler” (HVR'ler)

olarak adlandirilan agiri dedisken kisa bélgelerle ayrilan 1b-
30 amino asitlik, <c¢erceve bdlgeleri (FR'ler}) adi verilen
nispeten dedismez bdélimlerden olusur. Dodal adir wve hafif
zincirlerin dedigken domenlerinin her biri, B yapradl vyapisini
baglayan ve bazi durumlarda f yapradl yapisinin bir kismini
olusturan ilmekleri meydana getiren, U¢ asiri dedisken bdlge
ile bzagdli bir 3 vapragi konfigiirasyonunu biiyviik &lciide
benimseven dért FR icermektedir. Her zincirde agsiri dedisken
bélgeler FR'ler 1ile birbirlerine vyakin tutulur ve, dider
zincirden asiri dedisken boélgelerle, antikcorlarin antijen
baglanma bdélgesinin olusmasina katkida bulunurlar (bakiniz
Kabat wve diderleri, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5’ inci Baski, Public Health Service, National
Institutes of Health, BRethesda, Md, (1991)). Sabit bélgeler
bir antikorun bir antijene dodrudan badlanmasinda rol almaz;

ancak, antikorun, antikora badimli hilicresel sitotcoksisiteye
(ADCC) katilimi gibi ¢esitli efektdr fonksivonlar gdsterir.

Her V bélgesi tipik olarak, uU¢ HVR, drnedin, tamamlavicilik
belirleme bdlgeleri ("CDR'ler", her biri bir "asiri dedisken
ilmek" igerir) ve dért c¢ercgeve bdlgesi igerir. Dolayisivla,

arzu edilen belirli bir antijene ylksek afinite ile badlanmasi
gereken minimal vyapisal birim olan bir antikor Dbadlanma
bélgesi, tipik olarak, ac CDR'vyi ve CDR'leri uygun
konformasyonda tutmak ve sunmak i¢in aralara serpilen en az iig,
tercihen dort c¢ergeve bélgesini igerecektir. Klasik dért
zincirli antikorlar, birlikte Vy ve Vi domenleriyle tanimlanan
antijen badglanma bbdlgelerine sahiptir. Deve ve kbpek balida
antikorlari gibi belirli antikorlarin hafif zincirleri vyoktur
ve bunlar sadece agir =zincirlerin olusturdudu baglanma
bdlgelerine sahiptir. Vi ve Vi arasinda isbirlidi olmadidinda,

baglanma bdlgelerinin sadece adir zincirler wveya  hafif
zincirler 1ile olusturuldudu tek domenli tasarlanmis {insan

yvapimil) immiinoglobiilinler hazirlanabilir.
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"Deisken" terimi, dedisken domenlerin belirli kisimlarinin
antikorlar arasinda sekanslarda yodun farkliliklar
gosterdigini wve bunlarin, her ©&zel antikorun kendi &zel
antijeni ic¢in badlanmasinda ve spesifiklidinde kullanildigini
ifade eder, Bununla birlikte, degigkenlik, antikorlarain
dedisken domenleri boyunca homcjen bir dagilim gdstermez. Hem
hafif =zincir hem de agir =zincir dedisken domenlerinde asirz
dedisken bdlgeler olarak adlandirilan uc segmentte
vodunlasmaktadair. Degisken domenlerin daha fazla korunan
béliimlerine cergeve bdlgeleri (FR) adi verilir. Dogal agir ve
hafif zincirlerin dedisken domenlerinin her biri, B yaprad:
vapisinl baglayvan ve bazi durumlarda B vapradi vyapisinin bir
kismini olusturan ilmekleri meydana getiren, {li¢ asiri dedisken
bdlge ile bagli bir B vyapradi konfigirasyonunu biyiik &lcgide
benimseyen dért FR icermektedir. Her zincirde asiri dedisken
bélgeler FR'ler ile birbkirlerine vyakin tutulur ve, dider
zincirden agiri dedisken bidlgelerle, antikorlarin antijen
baglanma bdlgesinin olusmasina katkida bulunurlar (bakiniz
Kabat ve diderleri, Seguences of Proteins of Immunological
Interest, 57inci Baski. Public Health Service, Naticnal
Institutes of Health, Rethesda, MD. (1991})). Sabit bélgeler
bir antikorun bir antijene dodrudan baglanmasinda rol almaz;
ancak, antikorun, antikora badimli hicresel sitotcoksisiteye
(ADCC) katilaimi gibi c¢esitli efektdr fonksiyonlar gdsterir.

"Asiri dedgisken bélge" (HVR) terimi, burada kullanildidinda,
bir antikcrun antijen badlanmasindan sorumlu olan amino asit
kalintilarini belirtir. Asira degisken holge, bir
“tamamlayicilik belirleme bélgesi” wveya “CDR”‘'den amino asit
kalintilarini (drnedin, Vi'deki vaklasik 24-34 (L1l), 50-56 (L2)
ve 89-97 (L3} wve Vi 'deki yaklasik 31-35B (H1), 50-65 (HZ2) ve
95-102 (H3) kalintilari (Kabat ve digerleri, Segquences of
Proteins o©of Immunolcgical Interest, 57inci Baskai, Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1991)) wve/veya bir “agiri defigken ilmek”teki kalintilar:
(6rnegin Vi'deki 26-32 (L1), 50-52 (L2) wve 91-95 (L3)
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kalintilaryi wve Vu'deki 26-32 (H1), 52A-55 (HZ) wve 96-101 (H3)
kalintilarinzi {(Chothia wve Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917

(1987)}) 1i¢
"Cerceve"
agir1 deg

domen kall

erebilir.

veya "FR" kalintilari, burada tarif edildigi f{zere

isken bdlge kalintilarinin disinda kalan dedisken

ntilaridir.

"Antikor fragmanlari" bir bozulmamis {(intakt) antikorun bir

kismini dicermekte olup, tercihen bunun antijen badlanma

bdlgesini

Fab, Fab',

icerir. Antikor fragmanlarinin ©&rnekleri arasinda

F(ab’'), ve Fv fragmanlari; diyakorlar (Db); tandem

divyakorlar (taDb), dodrusal antikorlar (drnedgin, U.S. Patent

No. 5,641,870, Ornek 2; Zapata ve diJerleri, Protein Eng.
8(10):1057-1062 (1995)}; tek kollu antikorlar, tek dedisken
domenli antikorlar, minikorlar, tek zincirli antikor
molekiilleri; antikor fragmanlarindan olusturulmus
multispesifik antikorlar (Srnedin, bunlarla sinirli olmamak
kaydivyla, Db-Fc, taDb-Fc¢, taDb-CH3, (scFV)4-Fc, di-scPFv, bi-

sckv, vey

a tandem (di,tri)-scFv}); ve Bi-spesifik T-hiicresi

angajdrleri (BiTEs) bulunur.

Antikorlarin papain ile kesimi, her biri tek bir antijen

badlayica
iki dzd
kristalles

fragmanini

bdlge icgeren "Fab" fragmanlari o¢larak adlandirilan

es antijen baglayica fragman ve kolayca

ebildigi adindan anlasilan bir kalint: "Fo”

Uretir. Pepsin ile muamele, 1ki antijen badlavici

bdlgeye sahip olan ve antijeni

F(ab'):, fragmani iretir.

"y,  tam

bir antijen tanima

hala c¢apraz baglayabilen bir

ve antijen baglanma bdlgesi

iceren minimum antikor fragmanidir. Bu bdlge, siki, kovalent

olmayan baglanmada bir agir

zincir wve bir hafif =zincir

dedisken domeninin dimerinden olusmaktadir. Bu konfiglirasyonda,

her dedisken domenin ¢ asiri dedisken bdlgesi, Vy-Vi dimerinin

yizeyinde
etkilesime
antikora

birlikte,

bir antijen baglayici bdlge tanimlamak  lzere

girer. PBu alti asiri dedisken bélge Dbirlikte

antijene badlanma spesifiklidi kazandirir. Bununla

tek bir dedisken domen

18
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spesifik U¢ asiri dedisken bdlge iceren bir Fv'nin varisi)

bile, tim baglanma bdlgesine gdre daha disiik afiniteli olsa da
antijeni tanima ve badlama yetenedine sahiptir.

Falb fragmani ayni zamanda hafif zincirin sabit domenini ve
2d1ir =zincirin birinci sabit domenini (CH1) icermektedir. Fab'

fragmanlari, antikor mentese bélgesine ait bir veya daha fazla
sistein iceren adir zincir CH1 domeninin karboksi ucunda ilave
birkac kalintiya sahip olmasi bakimindan Fab fragmanlarindan
farklidir. Fab'-5H burada sabit domenlerindeki sistein
kalintisi/kalintilar1t en az bir serbest tiyol grubu tasiyan
Fab' igin verilen igimdir. F{ab'): antikor fragmanlari
baslangicta aralarinda mentegse sisteinleri olan Fab' fragman
¢iftleri olarak f{retilmistir. Antiker fragmanlarinin dider
kimyasal kenetlenmeleri de bilinmektedir.

Herhangi bir omurgali tiirinden antikcrlarin (imminoglobiilinler)
"hafif =zincirleri™, sabit alanlarinin aminc asit dizilerine
dayali clarak, kappa (k) ve lambda (A) olarak adlandirilan
acikca farkli iki tipten birine atanabilir.

Antikorlar a&adir zincirlerinin =sabit domeninin amino asit
sekansina bagli olarak farkli siniflara ayrilabilir. Bes ana
bozulmamis {intakt) antiker sinifi wvardir: Igh, IgD, IgE, IgG
ve IgM ve bunlarin birkaci ayrica alt siniflara (izotipler)

ayrilabilir; ©&rn. IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, Igh wve IgAZ.

Antikorlarin farkli siniflarina karsilik gelen adir zincir
sabit alanlari sirasiyla o, &, ¢, y ve pu olarak adlandirilir.

Farkli dimmiinglobiilin siniflarinin alt birim yapilari ve g
boyutlu konfigiirasyonlari layikiyla bilinmektedir.

"Tek zincirli Fv" wveva "sckv" antikor fragmanlari, antikorun Ve
ve Vi domenlerini icermekte olup, burada bu domenler bir tek
polipeptit =zingiri ig¢inde Dbulunur. Bazi yapilanmalarda Fv
polipeptidi ayrica Vi ve Vi domenleri arasinda scFv'nin antijen
baglanimi ig¢in istenen yapiyli olusturmasini saglayan bir
polipeptit badglanti molekilil igerir. scPFv 1ile 1ilgili bir

inceleme ig¢in bkz. Pllickthun, The Pharmacology of Mconoclcnal
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Antibodies, «c¢ilt 113, Rosenburg and Moocre eds., Springer-
Verlag, New York, ss. 269-315 (19924).

"Divakorlar" terimi, iki antijen badlanma bélgesine sahip clan
kiicik antikor fragmanlarini bkelirtmekte olup, bu fragmanlar,

ayni polipeptit zincirinde (Vg - Vi} bir hafif zincir dedisken
domenine (Vy} bkagli olan bkir adir zincir dedisken domeni (Vg)

igerir. Ayni zincir lzerinde iki domen arasinda eglesme
saglamak icin cok kisa olan bir badlanti melekiilll kullanilarak
domenler baska bir zincirin tamamlavyici domenleriyle eslesmeye
zorlanir ve béylece 1iki adet antijen Dbadglanma Dbdlgesi
olusturulur. Diyakorlarin daha ayrintili agiklamasi igin bkz.

drnedin EP 404,097; WO 93/11161; wve Hollinger vd., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

"Multispesifik antikor" +terimi burada en genis anlaminda
kullanilir ve spesifik olarak poliepitopik spesifiklide sahip
bir antikoru kapsar. Bu tiir multispesifik antikorlarin
arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, bir adir zincir
degisken domeni (Vi) ve bir hafif zincir dedisken domeni (Vi)

igeren ve VyViy biriminin poliepitopik spesifiklide sahip oldudu
bir antikor, 1iki wveya daha fazla Vi, ve Vi domenine sahip olan
ve her Dbir VsVy biriminin farkli bir epitopa badlandida
antikorlar, iki wveya daha fazla tek dediskenli domene sahip
olan ve her bir tek dediskenli domenin farkli bir epitopa
baglandigi antikorlar, tam uzunluklu antikorlar, Fab, Fv, dsFv,
scFv gibi antikor fragmanlari, diakorlar, bispesifik diakorlar,
triakorlar, ¢ fonksiyonlu antikorlar ve kovalent c¢larak veya
kovalent o¢lmayan big¢imde badlanmis olan antikor fragmanlari
bulunur. "Poliepitopik spesifiklik" ifadesi, avni vevyva farkli
hedef (lerjde iki veya daha £fazla farkli epitopa spesifik
olarak badlanma kabiliyetini ifade eder. "Moncspesifik"

ifadesi, vyalnizca bir epitcpa badlanma kabiliyetini ifade eder.
Bir uygulamaya gére, multispesifik antikcr, her bir epitopa 5
pM ila 0,001 oM, 3 pM ila 0,001 pM, 1 uM ila 0,001 pM, 0,5 upM
ila 0,001 pM wveva 0,1 uM ila 0,001 pM'lik bir afinite ile

baglanan bir IgG antikorudur.
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"Tek domenli antikorlar" (sdAb'ler) veya "tek dedisken domenli
(SVD) antikorlar" ifadesi genellikle, icerisinde tek  bir
dedisken domenin (VH wveya VL) antijene baglanma sadlayabildigi
antikorlari ifade eder. Baska Dbir deyisle, tek dedisken

domenin hedef antijeni tanimak igin baska bir dedisken domen

ile etkilesime girmesi gerekmez. Tek domenli antikorlarin
Ornekleri arasinda devegillerden (lamalzar ve develer) ve
kikirdakla baliklardan (Srnedin hemsire képekbaliklara)

tiretilenler ve 1insan ve fare antikorlarindan rekombinant
metotlarla tliretilenler bulunur (Nature (1989) 341:544-546;
Dev Comp Immunol (2006) 30:43-56; Trend Biochem Sci (2001)
26:230-235; Trends Biotechnol (2003) :21:484-490; WO
2005/035572; WO 03/035694; Febs Lett (1994) 339:285-290;
woo0/29004; WO 02/051870).

"Monoklonal antikor" terimi, burada kullanildidi sekliyle,
moncklonal antikorun iliretimi sirasinda ortaya ¢ikabilecek olan
Ve genellikle kiigik miktarlarda olan olasi varyantlar
haricinde biiylk &lglde homejen bkir antikor popillasyonundan,
vani poplilasvonu iceren her bir antikorun dzdegs oldudu ve/veva
ayni epiteopa badlandidir bir antikor popllasyonundan elde
edilen bir antikoru belirtir. Farkli
determinantlara/belirleyicilere (epitoplar) yoéneltilen farkl:
antikorlar igeren poliklonal antikor preparatlarinin aksine,
her bir monoklonal antikor tipik clarak antijen lzerindeki tek
bir belirleyiciye y&neltilir. Spesifik olmalarinin vyani sira,
moncklonal antikorlar, diger immilncglokiilinler tarafindan
kirletilmemis clmalara bakimindan da avantajlidir.
"Monoklonal"™ nitelevicisi, antikorun biiyviik &lclide homeijen bir
antikor popilasyonundan elde edilmis nitelikte oldugunu
belirtir ve antikorun belirli herhangi bir metotla dUretilmesi
gerektigi yéniinde yorumlanmamalidir. Ornedin burada sadlanan
metotlara gdre kullanilacak olan moncklonal antikorlar, 1ilk
olarak EKohler vd., Nature, 256:495 (1975) tarafindan tarif
edilen hibridom metoduyla va da rekombinant DNA metotlariyla

Uretilebilir {(bkz. drnedin Us Patent No 4,816,567).

21



"Monoklonal antikorlar™ ayriaica, Clackson vd., Nature, 352:624-
628 (1991) wve Marks vd., J. Mol. Biol., 222:581-597 (19%91)

referansli belgelerde tarif edilen teknikler kullanilarak faj

antikor kitiliphanelerinden izole edilebilir.

Burada bahsi geg¢en monoklonal antikorlar arasinda &zellikle,

agir ve/veya hafif =zincirin bir kisminin &zel bir antikor
sinifi veya alt sinifina ait veya &zel bir tlirden k&éken alan
antikorlardaki ilgili sekanslarla ©ozdes wveva bu sekanslarin
homologu oldudu “kimerik” antikorlari {(imminoglobliilinleri)

igerirken, zincir(ler)in geri kalani, istenen Dbiyolojik
etkinligi sergilemek kosuluyla, bir baska antikor sinifina
veya alt sinifina ait wvevyva Dbir baska tlirden kdken alan
antikorlardaki ilgili sekanslarain yani sira bu tir
antikorlarin fragmanlariyla oOzdes veya bunlarin homolodudur
(U.5. Patent No. 4,816,567; Morrison vd., Proc. Natl. Acad.

Sci, USA B81l:0851-6855 (19843 ). Tlgili kimerik antikorlar
burada bir insan digsi primattan (Srnedin Eski Dlinya Maymunu,

Srnedin babun, al vyanakli maymun veya sinomolgus maymunu)

tiretilen dedisken domen antijen badlanma sekanslari ve insan
sabit bolge sekanslara (Us Pat. No 5,693, 780) iceren
"primatlastirilmis"” antikorlari igerir.

Insan disi (&rn., murin) antikorlarin "insanlastirilmig"
bigimleri, minimum dizeyde insan disz imminoglokiilinden
tiiretilen dizi igeren kimerik antikorlardir. Insanlastirilmis
antikorlar c¢odu zaman Insan 1mmiinoglobiilinleridir (alica
antikor), burada alicinin bir asiri dedisken bélgesine ait
kalintilar, insan olmayan bir tiriin (verici antikor), &rnedin
fare, sican, tavsan va da istenen antikor spesifiklidine,

afinitesine ve kapasitesine sahip olan insan disi primatin bir
asiri dedisken bdlgesinden elde edilen kalintilarla ikame
edilir. Bazi durumlarda, insan immilnoglcobiilinin cerceve
bélgesi (FR) kalintilarsa, karsilik gelen insan colmayan
kalintilarla dedistirilir. Ayrica, insanlastirilmis antikorlar,
alici antikorda veya verici antikorda bulunmayan kalintailar

igcerebilir. Bu modifikasyonlar antikor performansini daha da
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iyilestirmek icin yapilair. Genellikle, insanlastirilmis
antikor, en az bir wve tipik clarak iki deJisken domenin biiylk
Olciide tamamini icgerecek olup, bunlarin ig¢inden asiri dedisken
ilmeklerin tamami veya bliyik &lg¢iide tamami, insan olmayan bir
immiinoglobtlininkilere denk diser ve vyukarida Dbelirtildidi
gibi FR ornatimlari disinda FR'lerin tamami veya biiyik &lglide
tamami bir insan imminoglekbiilin sekansine alttir.
Insanlastirilmis antikor, istege bzagdla olarak ayrica,
imminoglobiilin  sakit bélgesinin, tipik c¢larak bir insan
imminoglebiilinin en az bir kismini igerir. Daha fazla ayrinti
igin, bkz., Jones ve diderieri, Nature 321:522-525 (1986);
Riechmann ve diderleri, Nature 332:323-329 (13988); wve Presta,
Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-586 (1892).

Buradaki amaclara uygun olarak, "bezulmamigs (intakt) antikor™,
agir ve hafif dedisken domenler ve ayni zamanda bir Fc bdlgesi
igeren bir antikordur. S$Sabit alanlar, dodal dizi sabit alanlar
(érnedin, insan dodal dizi sabit alanlari) veya bunlarin amino
asit dizisi wvaryanti olabilir. Tercihen bozulmamis antikor bir
veya birden fazla efektdér fonksiyona sahiptir.

"Dogal antikorlar" genellikle iki &zdes hafif (L) zincir ve
iki &zdes adir (H) zincirden olusan vaklasik 150.000 daltonluk
heterotetramerik glikoproteinlerdir. Her bir hafif zincir, bir
kovalent disiilfit badi 1ile Dbir adir =zincire badlanirken,
disiilfit badglarinin sayisi, farkli imminoglobilin izotiplerine
ait adir zincirler arasinda degiskenlik gdsterir. Her bir adir
ve hafif zincir ayni zamanda dilzenli aralikli =zincir 1ig¢i
distilfit képrilerine sahiptir. Her bir adir zincirin bir
ucunda bir dedisken domen (Vi) ve bunu takiben birkac sabit
domen bulunur. Her bir hafif zincirin bir ucunda bir dedisken
domen (Vi) ve difer ucunda bir sabit domen bulunmakta olup;
hafif =zincirin sabit domeni afir zincirin birinci sabit
domeniyle hizalidir wve hafif =zincir de@disken domeni adir
zincirin dedisken domeniyle hizalidir. Belirli amino asit
kalintilarinin, hafif =zincir ve adir zincir dedigken alanlar:

arasinda bir ara-vyiiz olusturdudu diisinilir.
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"Ciplak antikor"™, bir sitotoksik parca veya radyoaktif isaret
gibi heterolog bir molekiile konjuge edilmemis bir antikordur
(burada tanimlandigdi gibi).

Bazi vyapilanmalarda, antikcor "efektdér fonksiyonlari" ifadesi,
bir antikorun Fc bdélgesine (bir natif sekans Fc bdlgesi veya
amino asit sekans varyanti Fc bdlgesi) atfedilebilen biyolojik
aktiviteleri belirtir wve antikor izotipine gbre dedisir.
Antikor efektér fonksivonlarinin drnekleri arasinda
asagidakiler bulunmaktadir: Clg kaglanmasi ve komplemana bagli
sitotoksisite; F¢ reseptdr baglanmasi; antikora bagimli hicre
aracili sitotoksisite (ADCC) ; fagositoz; hiicre ylizeyi

reseptdrlerinin asadi regilasvyonu.

"Antikora badimli hilicre aracili sitotoksisite"™ wve "ADCC", Fc
reseptérlerini (FcR'ler) (&rnedin Dodal Cldiurltciu (NK) hiicreler,
nétrofiller ve makrofajlar) ifade eden spesifik olmayan

sitotoksik hiicrelerin, bkir hedef hiicre iizerine badla antikoru
tanididir wve ardindan hedef hicrenin lizizine vol actidi bir
hiicre aracili tepkimeyi belirtir. ADCC'ye aracilik etmek icin
temel hiicreler olan NK hlUcreleri vyalnizca FcyRIII'll eksprese
ederken, monositler ise FecyRI, FeyRIT ve FoyRIIT'd eksprese
eder. Hematopoletik hiicreler tzerinde FcR ekspresyonu, Ravetch
ve Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-92 (1991) referansli
belgede, sayfa 464'teki Tablo 3'te &zetlenmistir. Ilgili bir
molekiliin ADCC aktivitesini deferlendirmek ig¢in bir
laboratuvar ortaminda (in wvitro) ADRCC analizi, drnedin ABD
Patent No. 5,500,362 veya 5,821,337  bhelgelerinde tarif
edilenlere benzer bir analiz gergeklestirilebilir. Bu tir
deneyler icin kullanisli efektdr hilicreler arasinda periferal
kan tek ¢ekirdekli hiicreler (PBMC) ve dogal &ldirici (NK)
hilcreler bulunur. Alternatif olarak ya da bunlara ek olarak,
ilgili molektiliin ADCC aktivitesi, in vive, &rnedin, Clynes ve
diferleri, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95:652-656 (1998)
belgesinde tarif edilen sekildeki bir Thayvan modelinde

degerlendirilebilir,
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"Insan efektdr hicreleri", bir wveya daha fazla FcR'yi ifade
eden ve efektdr fonksiyonlar sergileyen lokositlerdir. Bazi
yapilanmalarda, hiicreler en azindan FcyRIII'(l ifade eder ve
ADCC efektdr fonksiyonu gerceklestirir. ADCC'ye aracilik eden
insan 1okogitlerinin &rnekleri arasinda periferal kan tek
cekirdekli hiicreleri (PBMC), dogal &ldiarlici (NK) hicreleri,
moncsitler, sitotoksik T hiicreleri wve nétrofiller bulunmakta

olup; PBMC ve NK hiicreleri tercih edilir.

"Komplemana badimli sitotoksisite" wveya "CDC" +terimi, bir
molekilin, ortamda bir kompleman mevcutken bir  hedefi
parcalayabilme yetenedini belirtir. Kompleman aktivasyon

voladil, kompleman sisteminin birinci bileseninin (Clg), ayni
kdkenli bir antijenle kompleks olusturmus olan bir molekiile
(6rnedin polipeptit {Srnedin bir antikor)) baglanmasiyla
baslatilir. Komplement aktivasyonunu degerlendirmek izere bir
CDC testi, oOrnedin, Gazzano-Santocro ve diderleri, J. Immunol,
Methods 202:163 (1996) belgesinde tarif edilen sekilde
gerceklestirilebilir.

"Fc reseptdri™ veva "FcR" terimleri, bir antikorun Fc
bdlgesine baglanan bir reseptdrinid tanimlamada kullanilair.
Bazi vyapilanmalarda FcR bir natif sekans insan FcR'sidir.
Ayrica, tercih edilen bir FcR, bir IgG antikorunu badlayan bir
FcR'dir (bir gama reseptdri) ve FcyRI, FcyRII wve FceyRIII alt
siniflarini ve bu reseptdrlerin alelik wvarvantlarini ve
karsiliklis uchirlestirilmigs bicimlerini de dgerir. FecyRII
reseptdrleri, temel olarak siteoplazmik domenleri bakimindan
farklilik gésteren benzer amino asit sekanslaraina sahip
FeyRIIA ("aktive edici bir reseptdr"™) wve FeyRIIB'vi ("inhibe
edici bir reseptdr") icerir. Aktiflestirici reseptdr FcvyRIIA,
sitoplazmik alaninda bir immiinoreseptdr tirozine dayali
aktivasyon motifi (ITAM) icerir. Inhibe edici reseptdr FcyRIIE,
siteoplazmik alaninda bir imminoreseptdr tirozine dayali
inhibisyon motifi (ITIM) dcgerir (bakiniz Daéron, Annu. Rev.
Immunol. 15:203-234 (19G7)). FCR! ler su metinlerde ele

alinmigtir: Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92

25



10

15

20

25

30

35

(1991); Capel ve digerleri, Immunomethods 4:25-34 (1994); ve
de Haas ve diJerieri, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995).

Gelecekte tanimlanacak olanlar da dahil olmak {izere dider
FcR'ler, burada wverilen "FcR" ifadesinin kapsami dahilindedir.

Terim ayrica, maternal IgG'lerin fetusa transfer edilmesinden
sorumlu olan neonatal reseptdr FcRn'yl de idigerir (Guyer ve
digerleri, J. Immunol. 117:587 (1976) ve Kim ve digerleri, J.

Immunol. 24:24% (19%4)).

"Kirleticiler™ istenen polipeptit trininden farkla
materyalleri ifade etmektedir. Mevcut bulusun baz1
uygulamalarinda, kontaminantlar polipeptidin yik wvaryantlarini
icerir. Mevcut Dbulusun bazi uygulamalarinda, kontaminantlar
bir antikor wveya antikor fragmaninin ylk wvaryantlarini igerir.

Mevcut bulusun dider uygulamalarinda kontaminant, bunlarla
sinirli olmamak kaydiyla sunlari kapsar: CHOP gibi konakgl
hiicre materyalleri; sliziilmiis Protein A; nilkleik asit; istenen
polipeptidin bir wvaryvanti, Ifragmani, agregati veva tilrevi;

baska bir polipeptit; endotoksin; wviral kontaminant; hiicre
kilturil ortami bilegeni, wvd. Bazi oOrneklerde kontaminant,

bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, E. coli hilcresi, bir bocek
hilcresi gibi bir bakteri hiicresi, bir prokaryotik hiicre, bir
dkaryotik hilicre, bir maya hilicresi, bir memeli hiicresi, bir kus
hiicresi, bir mantar hiicresinden bir kcnakgi: hiicre proteini
(HCP) olabilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "immiincadezin" terimi, heterolog
bir polipeptidin baglanma spesifiklidini, imminoglobiilin sabit
domenlerinin efektdr fonksiyonlaraiyla birlestiren antikor
benzeri molekiilleri isaret eder. Yapisal olarak,

imminoadezinler, bir antikerun antijen tanima ve badlanma
bdlgesinden farkli clan (baska bir ifadeyle, "heterolog" clan)

istenen badlanma spesifiklidine sahip bir amino asit sekans:
ile bir imminoglobtlin sabit domen sekansinin bkir fizyonunu
icerir. Bir imminocadezin molekilluniin adezin kismi tipik olarak,
bir reseptdr veva bir ligandin en azindan hadlama bhdlgesini

iceren bir bitisik amino asit sekansidir. Immiinoadezin
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i¢indeki imminoglobilin sakit domen sekansi herhangi bir
immiinoglobiilinden, &rnegin IgG-1, IgG-2, IgG-3 veya IgG-4 alt
tipleri, IgA (Grnedin IgA-1 ve IgA-2), IgE, IgD wveya IgM'den
elde edilebilir.
Burada kullanildigar sekilde “esasen ayni” ifadesi, bir deder
veya parametrenin anlamli bir etki tarafindan dedistirilmemis
oldugunu bkelirtir. Ornedin, kolon c¢ikisindaki bir kromatografi
hareketli fazinin bir ivonik kuvveti, ivonik kuvvet dnemli
dlglide dedismemisse esas olarak hareketli fazin 1ilk 1iyonik
kuvveti ile aynidir. Ornegin, %10, %5 veya %171ik ilk iyonik
kuvvet olan kolon ¢ikisindaki bkir iyonik kuvvet, 1lk iyonik
kuvvet ile esasen aynidir.
Burada bir deder veya parametre "yaklasik" clarak verildidinde,
kendi basina bu deder veya parametreye yodnelik wvaryasyonlari
igerir (ve tanimlar). Ornedin "yaklasik X" olarak belirtilen
bir aciklama "X" tanimini kapsar.
Burada ve ekte wverilen istemlerde kullanildigi sgeklivyle, "bir"”
vevya "bu" gibi tekil bigcimler, aksi baglamda acikca
belirtilmedigi slrece c¢oful bicimleri de igerir. Anlasilacadi
dzere, bulusun burada tarif edilen ydnleri wve varyasyonlari,
yonler wve varyasyonlardan "olusan" ve/veya ""esasen ...'dan
olusan” bicimlerini igerir.

IT. Kromatografi Yéntemleri
A. Optimal iyon dedgisim kromatografisi ayirma kosullarinin
belirlenmesi
Mevcut bulus, ¢ozunurlik kaybinin PHE ve sicakliktaki
dedisimlerin minimize olacadil sekilde bir pelipeptid lzerinde
IEC vyapmak icin optimal ivon dedisimi sartlarini tahmin etme
véntemleri saglar. Baz1 uygulamalarda, ivon dedisim
kromatografisi, bir polipeptid igeren bir bilesimdeki
kontaminantlari saptamak ic¢in kullanilir. Bazi uygulamalarda,
polipeptid, bir antikor veya bunun antijen baglayici
fragmanidir. Bazi uygulamalarda, kontaminant, bir ylik wvaryanti;
drnedin, antikorlar weya antikor fragmanlarinin bazik yiik

varyantlari ve/veya asidik yiik wvaryantlari dahil olmak flizere
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polipeptidin bir bkazik vyik varvanti ve/veya bir asit vylk
varyantidir.

Mevcut bulusun bazi uygulamalarinda, polipeptidin yik
dengesinde ocoldudu sartlar tespit edilmistir. Bir polipeptidin
net yik duruma (z) vs. pH’1n grafigi bu dengeyi gdstermektedir.
Egri, polipeptidin amino asit sekansi kullanilarak olusturulur.
Si1fira en vyakin egdimli edrinin bdlgesi, yuk dengesini temsil
eder. Dengede polipeptidin net vyik durumu, bir pH de§isimi
nedeniyle dedismeye diren¢ gdsterir, bu grafiksel olarak
egrideki en basik bhdlgede belirtilmistir (Sekil 1.
Folipeptidin yik durumunun kararliligi, test dayanikliligina
katki sadlar. Bir polipeptidin dengede oldudu durum, z'nin
pH'1n 0'a esit oldudu ¢izgisi i¢in olan denklemin 2'nci
tirevinin ayarlanmasi 1le c¢gzlilebilir. Bu, edrinin konkavdan
konvekse veya tam tersine gectigi Dbir edrinin Dbikilme
noktasindadir. Bu edrinin (Sekil 1'de gdsterilmemistir)
istiindeki coklu bkikiilme noktalarinin (IP) bulunmasina radmen,
ilgilenilen bikiilme noktasi, biyclojik ké&lge igerisinde clup,
burada egimin mutlak dederi artik dismemektedir. Bu IP, vyik
durumunun pH'ye gdre stabilitesinden dolayi oldukgca sadlam bir
yontem iretmektedir.

Bir pclipeptidin yik dengesi IEC ¢dzUnirlidi ig¢in ideal bir
optimal viktir, clinkll net vyikte kictik bir farklilik gdsteren
kontaminantlar bir hedef polipeptide kiyasla bkir dizi pH
degeri {lzerinde tespit edilebilir. Bu, polipeptidi ic¢eren
amino asitlerin vyapisi ve Ozellikleri nedeniyledir. Net yilik
durumunu (z) (Tablo 1) hegaplamak i¢in alti amino asit

kullanilir, cinki bir proteinin pH-badimli &zelliklerinin

tanimlanmasinda bdnemli bir rol oynarlar. Asit ayrisma
sabitleri, (-logieKa) olarak wve [A-] / [HA] sabit orani baz
alinarak tanimlanmis pKa, bir amino asidin vyik durumunu

hesaplamak ig¢in kullanilir. Scnug gergek deder dedildir, ancak
bu yik durumunun olasiligi, P’dir.

Tablo 1, Belirli amino asitlerin asit ayrigma sabitleri,
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Amino asit prKas

Asparagin; D 3,65

Glutamik

asit; E

Histidin; H 6,02

Tirczin; Y 10,1
Lizin; K 10,53
Arginin; R 12,48
10{_'pH-pKa}‘
P =\ oW rkay 1
Denklem 1
Ornedin, pH 6.5te, P = 10(06:5-8)/(10¢.5-6 4+ 1) ~ 0.76"da

histidin ig¢in Denklem 1 kullanailarak. Bu, ©pH 6.5'te on
histidin kalintisi ihtiva eden bir polipeptid i¢indeki her bir
histidin kalintisinin, +0,24 yikten (1 -0,76) ziyade %7¢'1l1k
bir oranda protonsuzlasma olasilidina sahip olacadini gdsterir.
Baska bir deyisle, pH 6.5'te, polipeptit ig¢indeki her doért
histidin kalintisinin vaklasik {g¢ll protonsuzlastirilacaktir.
Bu, histidin kalintilarinin neredeyse tamaminin protonlandidi,
pH 7.5'teki (Sekil 2B) pclipeptidin hesaplanmasiyla
karsilastirilabilir. En vaygin yik durumunun frekansi, pH’in
bir aminc asidin yan zincirinin pKa'sina yaklasmasiyla azalir.

Bu denklemin kritik aminco asitlere uvgulanmaszi, dengede
calistirmanin neden optimal ¢dzinlirlik sadgladigini gdsterir.
pH araliga boyunca alty amino asit olasilaiklarini
afirliklandirarak, en homojen yik durumlari c¢dzilebilir (Sekil
3}. Protonasyona udgramis tirlerin muhtemel dadilimi nedeniyle
farkly: bir yik durumunun varlidi, sonuc¢lari bulaniklastiracak
ve 80z konusu polipeptid ile karsilastirildiginda, net vylk
dagilimindaki kiicik dedisikliklerle kontaminantlari tespit
etme yetenedini engelleyecektir. Bazi uygulamalarda, pH
karsisinda net vyilk dadiliminin bir 3D grafidi c¢izilmektedir.

Yikiin pH dederine karsi Irekansin en Kkeskin oldudu vyerlerde
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yiksek c¢ozlinurlik elde edilir (3ekil 5). Bu vyizden, saglamlik
icin ayni pH ve sicaklik kosullari optimal cdzuniirliik vyvaratir.
Mevcut bulusun bazi uygulamalarinda, yilk frekansinin dadilaima,
bir rastgele dediskende (Denklem 2) belirsizlidin bir &lgita
olan Shannon entrofisi 1ile belirlenir. Polipeptidde {lisin,
histidin, aspartat, glutamat, tirozin ve arginin) bulunan her
alt: amino asidin kalintilarainin sayisina, belirli bir pH
dederindeki Shannon entrofisine davanarak, verilen bir
sicakliktaki pH'nin (Sekil 4) bir fonksiyonu olarak polipeptid
¢izilir. Shannon entropisi ne kadar disilkse, yik dagilimi o
kadar homojen olur. Mevcut bulusun bazi uygulamalarinda,
kromatografi, Shannon entrofisinin vaklasik minimum oldudu bir
pH ve sicaklikta gerceklestirilir.

Denklem 2

H{X: = —-zi:ydjgjlugh;djg]
—1

burada
n = olasli scnuglar (n=2, vrotonlanmis vya da
protonlanmamis)
p = sonug veya oclay olasiligir (x:) (bakiniz Denklem
1)
b = % deneme {(yliklil amino asit kalintilarinin #’'s1)

Mevcut bulusun bkazi uygulamalarinda, optimal 1von dedisim
kromatografisi ayirma kosullari, ¢oklu polipeptid {irlinlerini;
drnedin c¢oklu antiker {Uriinlerini analiz etmek ig¢in ortak bir
kromatografi prosediirii kullanilacak sekilde c¢ok sayida farkl:
polipeptid igin kullanilair. Bazi uygulamalarda, goklu
polipeptid irinleri (&rnedin, c¢oklu antikor UriUnleri), burada
tarif edilen ydntemler tarafindan tanimlanan ortak bir
kromatografi prosedirii Srnedin viik varyantlara gibi
kontaminantlarin varligi acgisindan analiz edilir. Mevcut
bulusun ©&nemli bir avantaji, sadece bu noktadaki vyiliklerin
sayisl ag¢isindan farklilaik gdstermesi dasinda pek c¢ok mAb
dahil olmak {zere bircok polipeptid i¢in IP'nin, ayni pH'ta
(Sekil 7) olusmasidir. Bu nedenle, bu polipeptidler igin tim
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IECf ler

igin

optimal kosullar;

yvani polipeptidin yiik

dengesinde oldudu pH ve sicaklik ayni olacaktir.

Kosullardaki

olmamasini sa

proteinin dIP/dT'si,

net yiuk

ncktasindaki bkir dedisimdir.

noktasa,

olarak dalgalanma gotsterecektir.

vs.

net

degisikliklerin IP'den

ayrilmasina neden

glamak dig¢in dIP/dT dederi kullanilair., Bir

rH edrisindeki

vilke karsi pH'in belirlendidi

sicakliktaki bir dedigsime géreli olarak

bir polipeptidin  blkilme

Ancak, bikiulme

artan si1caklikla azalsa da (&rnedin Sekil

inceleyiniz},

biikiilme

net yik sabit kalir.

noktasi icin optimize

Belirli bir polipeptidin bikilme
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Ornedin,

blikiilme noktasindaki net vlik,

defisimi kromatografisi malzemesi
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Katyon dedisimi
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cok sayidaki

kromatografisi malzemelerinin sinirlavyici
asagida sunulmaktadir. Bazi uygulamalarda,
polipeptidi (drnedin antikor}) analiz etmek 1¢in ortak bir

katyon dedisim kromatografisi prosediiri kullanilir, burada cok

sayidaki polipeptid, Dbir ortak bikiilme noktasindaki bir net

pozitif vylike sahiptir.

bir anyon de@isimi

dedisimi

Ornekleri

sayidaki polipeptidi

kromatografisi

asa

gida sunulmaktadair.

malzemelerinin

(rnedin antikor)

BlikUlme noktasindaki net vilk, negatifse,
kromatografisi malzemesi kullanilir. Anyon

sinirlayicli olmayan

Bazi uygulamalarda, cok

analiz etmek ic¢in ortak

bir anyon dedisim kromatografisi prosediuri kullanilir, burada

cok sayidaki

polipeptid,

net negatif yiike sahiptir.

B. Optimal tampon sisteminin belirlenmesi

Baz1 wuygulamalarda, mevcut bulus,

kullanim

saglar.

igin

BRazi1

bir o¢optimal tampon

uygulamalarda,
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sicakliktaki dedisim 1le bikiillme noktasinda dedisim olarak
asit ayrisma sabitinde (pKa) benzer bir dedisim hizina sahip
bir tampon sistemi kullanilir. Yaklasik olarak proteinin
dIP/dT'sine esit olan sicaklikta dedisim (yvani dpKa/dT) ile
pKa'da bir degigim gdsteren bir tamponun segilmesi,
sicakliktaki herhangi |bhir dedgisikligin, proteinin TP'de
kalmasina imkan tanimasini ve bdylece analitik kromatografinin
saglamliina katkida bulunmasini sgadlar. Bazi uyvgulamalards,
(dIP/dAT) polipeptidiiery = (dpKa/dT) tampon. Bazi uygulamalarda, tampon
ACES tamponu veya HEPES tamponudur. Ornedin, ASES veya HEPES
tamponu kullanilarak, bilikiilme noktasindaki bir &rnek mab’in
yilk durumu, 30 °C {izerinde 0,5'den az dedisir (Sekil 11).
Denklem 3  4IP/dT =~ dpKa/dT

Baz1i uygulamalarda, tampon, pH bikiilme ncktasinda etkili bir
tamponlama kapasitesi saglar. Bazi uyvgulamalarda,
polipeptit(ler)in dIP/dT’ si vaklagik -0,02"dir. Raz1

uygulamalarda, sicakliktaki dedisim, 20 °Cc ila 50 °C

arasindadir. Bazi uygulamalarda, dIP/dT=dpKa/dT1%,
dIP/dT=dpKa/dT+%2, dIP/dT=dpKa/dT+%3, dIP/dT=dpKa/dT+%4,
dIP/dT=dpKa/dT+%5, dIP/dT=dpKa/dT+%6, GIP/dT=dpKa/dT+%7,
dIP/dT=dpKa/dT+%8, dIP/dT-dpKa/dT+%9, dIP/dT=dpKa/dT£%10,

dIP/dT=dpKa/dT+%20, dIP/dT=dpKa/dT+%30, dIP/dT=dpKa/dT+%40
veya dIP/dT=dpKa/dT+%50"dir. Bazi uygulamalarda, segilen
tampondaki polipeptid{ler)in net viiki, vaklasik 5 °C, 10 °¢C,
15 °c, 20 °c, 25 °C wveya 30 °C'den daha fazlada 1’den az
dedisim gdsterir.

Baz1 uygulamalarda, bulug, yuk varyantlari gibi
kentaminantlarin tespit edilmesi icin yiliksek c¢ozinirlikli wve
saglam bir ¢ok {drinlil polipeptit IEC geligtirmek ig¢in
yontemler saglar. Kosullar, polipeptidin (&érnedin maAb), ana
polipeptidden yiklil wvaryantlarin c¢dzinirlidinil iyilestirmek
i¢in yik dengesinde olacadi sekilde tasarlanir. Yik dengesi,
hesaplanan net yiuk durumunu {(z}) pH'yve gdre grafikleyerek bir

dizi polipeptit driind (mAb {rinleri) ig¢in belirlenir., Bir
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polipeptidin dengede oldudu durum, denklemin 2Z2’nci tirevi,
z'nin pH dederine esit colarak 0'a ayarlanmasiyla ¢dzUlmigtir.
Belirli bir pH'ta bir polipeptidin net yikii, yan
zincirlerinden dolayl bir proteinin pH-badimli &zelliklerinin
tanimlanmasinda ©nemli bir rol oynayan maAb’deki alti amino
asit  ig¢eridine dayanarak belirlenir. Alt: amino asit,
asparagin, glutamik asit, histidin, tirozin, lizin ve
arginindir. Alti amino asidin asit avrisma sabitleri (pKa,
logipcKa olarak tanimlanmis) net yuk durumunu  (z) hesaplamak
igin kullanilair (Tablo 1). Ornedin, 6.02'nin altindaki pH
dederlerinde, ortalama olarak, bir histidin protcnlanir ve
pozitif bir vyik tasirken, 6.02'nin lUzerindeki pH deferlerinde
ortalama olarak bir histidin protonsuzlastirilir ve herhangi
bir yuk tasimaz. Belirli bir pH i¢in en bol yiik durumunun
olas111§1, alti amino asidin her biri dg¢in belirlenmis ve
belirli bir pH'ta mAbl ylikinin adirliklandirilmis olasiligi,
antikorda mevcut olan bu alti amino asidin her birinin kalint:
saylisina dayanarak belirlenmistir. Yiuk frekansinin dadilima,
rastgele bir dediskendekl belirsizlidin bir &l¢gitil olan
Shannon entrofisi 1le de belirlenebilir (Denklem 3).
Polipeptid ig¢inde mevcut o¢lan bu alti amino asitin her birinin
kalinti sayilarina dayanarak, polipeptid icin verilen bir pH
deferindeki Shannon entrofisi, pH'in bir fonksiyonu olarak
cizilebilir. Shannon entropisi ne kadar disikse, vyik dagilimi
o kadar homojen olur. Bu verilerden, polipeptidin net yikinin
pH'in bir fonksiyonu olarak dadilimi g¢izilir ve ndtr pH'ye en
yakin olan bikilme noktasi (IP) belirlenir. Bu, en homojen yik
durumuna sahip olan pH olup, IEC ayvirmasinda en keskin piklere
neden olur. Bir c¢oklu {irinlii IEC protokolil gelistirmek ig¢in,
farkli pi'lere sahip ¢ok sayidaki hedef polipeptidi (&rnegin
hedef MAb'ler) belirlenmistir. IP'nin hedeflenmesi, IEC'nin pH
dayvanikliligini iyilegtirebilir.

dIP/dT terimi, sicakliktaki Dbir dedisim i1le birlikte bir
molek{iliin TP’ sindeki dedigsimi temsil eder. Bu sonuglardan,

sicaklik etkisinin en aza indirilmesi wve test sadglamlidinin
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arttirilmasi ig¢in dIP/dT've (yani, dIP/dT~dpKa/dT) vaklasan
sicaklidin  bir fonksiyonu olarak tamponun asit ayrisma
sabitindeki dedisimin sec¢ildidi optimal bir tampon segilebilir.
Cok savidaki tampon madde ic¢in  sicaklidin (dpKa/dT) bir
fonksiyonu olarak pKa’daki dedigime iligskin yayinlanan
dederler asadidaki gibidir: Fosfat: -0,0028, HEPES: -0,014,

ACES: -0,02, Tris: -0,028, Bisin: -0,018, Trisin: -0,021, TAPS:
-0,02 wve CHES: -0,018 (Benyon, RJ & Easterby, JS, Buffer
Sclutions The Basics, IRL Press, 1996).

Baz1 gdrintimlerde, mevcut bulus ¢ok sayida antikor bilesiminin
analiz edilmesi ig¢in ydntemler sadlar, burada her bir antikor
bFilesimi bir antikor wve antikorun bir wveya daha fazla vyik
varyantini igerir, burada y&ntem antikoru ylik wvaryantlarindan
etkili bir sekilde avirir; her bir antikor pilegimi ic¢in
yontem sunlari kapsar: a) antikor ve bir wveya daha fazla yik
varyantinin bir iyon dedisimi kromatografisi malzemesine
yaklasik 1 mL/dakikalik bir akis hizinda bir ylukleme tamponu
kullanilarak baglanmasi, burada vylkleme tamponunun vaklasik pH
7.6'da vaklasik 40 °C'de 10 mM HEPES tamponu icermesi; Db)

antikor wve vyik wvaryantlari kontaminantlarinin iyon degigimi
kromatografisi malzemesinden bir elisyon  tamponunun bir
gradyani kullanilarak elite edilmesi, burada elisyon tamponu
vaklasik pH 7.6'da yaklasik 10 mM HEPES tamponu ve bir NaCl
ig¢erir, gradyandaki Dburada NaCl konsantrasyonu vaklasik O
mM'den yaklasik 80 mM'ye vyaklasik 40 dakika ig¢erisinde ¢ikar,

burada antiker ve vyik varyantlari gradyanla ayrilir; ve ¢}

antikor ve bir veya daha fazla vyik wvaryantinin saptanmasi.

Baz1i uygulamalarda, cok sayidaki antikor Dbilesimi farkli
antikorlari Iig¢erir. Bazi uygulamalarda, ¢ok sayidaki antikor
bilesimi, farkli pIs’lere sahip antikorlar igerir.

C. Kromatografi

Bazi gorinimlerde, mevcut beyan, polipeptid wve bir wveya daha
fazla kontaminant iceren bilesimleri, érnedin polipeptid
varyantlarini analiz etmek i¢in vy&ntemler =sadlar, burada

yontem, polipeptid wve bir wveyva daha fazla kontaminantin bir
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iyon dedisimi kromatografisi malzemesine bir ilk ivonik
kuvvetli bir ylukleme tamponu kullanilarak bkaglanmasini,
polipeptid wve bir veya daha fazla kontaminantin iyon-dedisim
kolonundan bir eliisyon tampconu kullanilarak elilite edilmesini,
burada eliisyon tamponunun iyonik kuvvetinin, bir ivyonik kuvvet
gradyani ile polipeptidler ve bir veya daha fazla
kontaminantin ayri entiteler halinde kromatografi
malzemesinden eliite edilecedi sekilde dedistirilmesini icerir.
Mevcut bevanin bazi goérunUmlerinde, kromatografi yéntemleri,
degisen pl’'lara sahip c¢oklu polipeptidler (drnedin polipeptid
irtinler) ig¢in uygundur. Ornedin, vydntemler, 6.0 ila 9.5
arasindaki plI’lara sahip c¢ok sayidaki farkli antikor {Urind
icin kullanilabilir. Mevcut beyanin baska g&riUniimlerinde,
kromatografi yontemleri, burada tarif edilen yvontemler
tarafindan tanimlanan bir optimal tamponun kullanimini kapsar.

Burada tarif edilen metotlardan herhangi birinin baz1
vapillanmalarinda kromatografi matervall bir katyvon dedistirme
materyalidir. Bazi uygulamalarda, burada tarif edilen sekilde
bukiilme noktasindaki polipeptid pozitif vyukli oldudunda bkir
katyon de@isim malzemesi kullanilir. Baz1 vapilanmalarda
katyon dedistirme materyali, negatif yiiklid olan ve kati fazin
Uzerinden veya icerisinden gecgirilen bir sulu ¢ézelti icindeki
katyonlarla degistirilmek lizere serbest katvyvonlara sahip olan
bir kati fazdir. Burada tarif edilen metotlardan herhangi
birinin bazi yapilanmalarinda katyon dedistirme materyali bir
membran, bir monolit wveya regine clabilir. Bazi yapilanmalarda
katyon dedistirme materyali Dbir reg¢ine olabilir. Katyon
defistirme matervyali bir karboksilik asit fenksivonel grubunu
veya pbir silfonik asit Zfonksiyconel grubunu, &rnedin bunlarla

sinirli olmamak kaydiyla siilfonat, karboksilik, karboksimetil

sliilfonik asit, silfoizobitil, suilfcetil, karboksil,
sulfopropil, sulfeonil, silfoksietil veya crtofosfata
igerebilir. Yukaridaki vaplilanmalarin bazilarinda katyon

deigtirme  kromatografi materyali bir katyon dedistirme

kromatografi kolonudur. Bazi uygulamalarda,, vyaklasaik 7.0 ila
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vaklasik 9.5 arasindaki pIflere sahip farkli polipeptidler,
drnedin farkli antikorlar wveya fragmani i¢in Dbir katyon
dedisimi kromatografisi malzemesi kullanilazx. Bazi
uygulamalarda, katyon dedisimi kromatografisi malzemesi burada
tarif edilen metotlarla tanimlanan optimal bir tampon kullanan
kromatografi ydntemlerinde kullanilir,

Katyon dedigtirme materyallerinin teknikte bilinen &rnekleri
arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydivla, Mustang S,
Sartobind S, S03 Monolith, S Ceramic HyperD, Poros XS, Poros
H350, Poros HS20, S$SPSFF, SP-Sepharose XL (8SPXL), CM Sepharose
Fast Flow, Capto 3, Fractogel Se HiCap, Fractogel S03 veva
Fractogel COO bulunur. Burada tarif edilen metotlardan
herhangi birinin bazi vyapilanmalarinda katyon dedistirme
materyali Poros HS50'dir. Bazi uygulamalarda Pcros HS reginesi,
Poros HS 50 pum veya Poros HS 20 um parg¢gaciklari olabilir.
Bulusun  yontemlerinde kullanmak amaciyla katyon dedisim
kromatografisi kolonlari arasinda, bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla, ProPac WCX-10, ProPac WCX-10HT, MakPac SCX-10 5um,
ve MabPac SCX-10 10pm bulunur.

Burada tarif edilen metotlardan herhangi birinin bazi
vapllanmalarinda kromategrafi materyali bir anyon dedistirme
materyalidir. Bazi uygulamalarda, burada tarif edilen sekilde
blikiillme noktasindaki polipeptid negatif vikld oldudunda bir
anyon dedisim malzemesi kullanilir. Bazi vapililanmalarda anyon
dedistirme kromatografi materyali, pozitif yitkli olan ve kata
fazin {izerinden veya 1icerisinden geg¢irilen bir sulu g¢odzelti
igindeki anyonlarla dedistirilmek Uzere serbest anyonlara
sahip olan bir kati fazdir. Burada tarif edilen metotlardan
herhangi birinin bazi vapilanmalarinda anyon dedigstirme
materyalli bir membran, bir monclit veya reg¢ine olabilir. Bir
yapilanmada anyon dedistirme materyall bkir regine olabilir.
Bazi vyapilanmalarda anyon degistirme materyali bir birincil
amin, bkir ikincil amin, bir dc¢inciil amin veya bir ddrdincil
amonyum iyonu fonksiyonel grubu, bir poliamin fonksiyonel

grubu veyva bir dietilaminoetil fonksiyonel grubu icgerebilir.
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Yukaridaki yapllanmalarin bazilarinda anyon defistirme
kromatografi materyali bir anyon dedistirme kromatografi
kolonudur. BRazi uygulamalarda, vyaklasik 77den daha azlik bir
pl’ye sahip Dbir polipeptid, d&rnedin wve antikor wveya bunun
fragmani ig¢in, bir anyon dedigimi kromatografisi malzemesi
kullanilir. Bazi uygulamalarda,, vaklasik 4.5 ila yaklasik 7.0

arasindakil pI’lere sahip farkli polipeptidler, J&rnedgin farkli
antikorlar vevya fragmanai icin bir anyon dedisimi
krcmatografisi malzemesi kullanilir. Bazi uygulamalarda, anyon
degisimi kromatografisi malzemesi burada tarif edilen
metcotlarla tanimlanan optimal bir tampon kullanan kromatografi
vontemlerinde kullanilair.

Anyon degistirme materyallerinin Odrnekleri teknikte
bilinmektedir ve bunlarla sinirli olmamak kaydiyla Poros HQ 50,
Porcs PI 50, Pcros D, Mustang Q, Q Sepharose FF ve DEAE
Sepharose'u kapsar. Mevcut bulusun ydntemlerinde kullanim igin
anyen dedisim  kromatografisi kolonlari drnekleri arasinda,

bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla, Dionex ProPac 10 SAX wve
Tosoh GSKgel Q@ STAT 7 uM WAX bulunur.

Burada tarif edilen metotlardan herhangi birinin bazi
yapilanmalarinda, kromatografi materyali Dbir karisik mod
materyali olup, su fonksiyonelliklerden  bir veya daha
fazlasina sahip fonksivonel gruplar icgerir: anvyon dedistirme,

katyon dedistirme, hidrojen badlama ve hidrofobik etkilesimler.
Baz1 vyapilanmalarda karisik mod materyali, anyon dedistirme
kapasitesine sahip olan ve hidrofobik etkilesimlere girebilen
fonksiyonel gruplar icerir. Karisik mod materyali, ligand
olarak N-benzil-N-metil etanol amin, 4-merkapto-etil-piridin,

hekzilamin veva fenilpropilamin igerebilir veya capraz bagli
polialilamin igerebilir. Karisik mod materyallerinin drnekleri
arasinda Capto MMC reginesi, QMA reg¢inesi, Capto MMC recinesi,

MEP HyperCel recinesli, HEA HyperCel reginesi, PPA HyperCel
recinesi wveya ChromaSorb membrani veya Sartobind STIC bulunur.

Baz1 vapililanmalarda karigik mod matervyali Capto Adhere
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reginesidir. Yukaridaki vapilanmalarin bazilarinda karisik mod
materyali bir karisik mod kromatografi kolonudur.

Burada tarif edilen metctlardan herhangi birinin bazi
vapllanmalarinda, iyon dedistirme materyalinde bir
konvansiyonel kromatografi materyali veya bir konvektif
kromatografi materyali kullanakilir, Konvansiyonel
kromatografi materyalleri arasinda, Srnedin perfizif
matervaller (drnedin poli(stiren-divinilbenzen) recinesi) wve
difiizif matervyaller (drnegin g¢apraz badli agarcz reginesi)
bulunur. Baz1 uygulamalarda, poli(stiren-divinilbenzen)
reginesi, Poros reginesi olabilir. Bazi yapilanmalarda, cgapraz

bagli agaroz recine siifopropil-Sepharose Fast Flow ("SBSEE")

reginesi olabilir. Konvektif kromatografi materyali bir
membran (6rnedin polietersiilfon) veya mcenolit matervyal
(&rnedin  c¢apraz bkadli polimer) clabilir, Polietersiilfon
membran Mustang olabilir. Capraz bagli polimer monolit

matervyal, capraz bkadli poli(glisidil metakrilat-ko-etilen
dimetakrilat) olabilir.

Bulusun vyo&ntemlerinin herhangi birinin kazi uygulamalarinda,
kromatografi malzemesi, bir kromatografi kolonunda; ©&rnedin
bir katyon dedisim kromatografisi kolconu veya bir anyon
dedisim kromatografisi kolonundadar. Bazi uygulamalarda,
kromatografi kclenu sivi kromatografisi ig¢in kullanilir. Bazi
uygulamalarda, kromatografi kolonu, Yliksek Basincli S1ivi
Kromatografisi (HPLC) ig¢in kullanalair. Bazi uygulamalarda,
kromatografi kolonu, bhir HPLC kromatografi kolonudur; drnedin,
bir katyon dedisimi HPLC kolonu veya bir anyon dedisimi HPLC
kolonudur.

Mevcut Dbulusun ¢oklu d4rinlid kromatografi vontemleri ic¢in
kullanilabilecek &rnek bir HPLC prosediri asagidaki gibidir;
ancak, bulusun vy&ntemlerinin bu prosediirlere bagli o¢ldugu
anlami gilkarilmamalaidir. Ornekler, otomatik Ornekleyiciye
eklenmis ve dolaba kaldirilmistir (5 + 3°C). Kolonlar, kolon
kompartmanina verlestirilmis ve kompartman sicaklidini analiz

sirasinda avyarlanan noktadan dar bir aralikta (+1°C) tutmak
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i¢in bir sicaklik kontrol ozellidi kullanilabilir. Kolo

s1visi 280 nm'de izlenir.

n atik

Ornekler, hareketli faz ile yaklasik 1-2 mg/mL’lik bir hedef

polipeptid

uygulamalarda,

edilen karboksipeptidaz B

konsantrasyonuna

seyreltilmistir.

polipeptid, 1:10071dk (a/a) Dbir

5 °C'de saklanabilir.

Alet, dusuk ba

singli bir dértlli degrade pompasi,

(CpB)
20 dakika slreyle enkiilbe edilebilir.

oranda

ile sindirilebilir wve 37

Baz1
ilave

°C'de

Numuneler analize kadar

sicaklik

kontrol &zelligine sahip hizli bir ayirma otomatik Ornekleyici,

bir termal kontrollll kolon bdélmesi wve bir diyet dizisi UV

detektdri icerebilir.

Detektdrin c¢ikisinda, gergek

zamanli

olarak pH wve iletkenlik verilerini toplamak igin bir PCM-3000

pH ve 1iletkenlik monitéri bagdlanabilir.

toplama ve vwveri analizi; G&rnedin,

Chromelecn yvazilima,

gerceklestirilebilir

Ornekler, deiyonize su ile

otomatik &rnekleyicide 5%3

10, 4 x 250 mm

kolonu, 37zx1

kompartmanina yerlestirilir.

igin, 10 pL protein (20 ng)

37 °C'de 5 mM

NaCl’dir. Gradyan,
1 mM/dk’da karigstirildaiga
mL/dk’dir. Protein,

ACES tir. Tampcn B,

Baz1 uygulamalarda, Tampon A,

7.6 ve tampon B,

Elisvyon, burada

polipeptidin k

uzaklastirilmasidir.

ver

2

°C'de tutulabilir.

OC'

siyon 6.8

Thermo Scientific

Alet kontrell, veri

Dionex

kullanalarak

mg/mL’ ye seyreltilebilir ve

deki sicaklik ayari ile

Bir MabPac SCX-

kolon

Her bir kromatografik c¢alistirma

enj

0-100 mM NaCl'dir.

40

100 mM NaCl’dir.

romatografi

kullanildig:
materyalindeki

Eliisyon tamponu,

ekte edilir. Tampon A, pH 7.5

tanmpeon A icgindeki

1830 mM

tampon B’nin tampcn A’da 100 dakika icinde
Akis hizi, 0,8

280 nm'de absorbans ycluyla tespit edilir.

°C'de 10 mM HEPES tamponu pH

haliyle, drinin,

Srnedin
kontaminantlardan

polipeptidin veya dider

ilgili driunin kir kromatografi materyalinden ayristirilmasinda

kullanilan tampondur. Bazi

kromatografinin

uygulamalarda,

hareketli

polipeptidi

uygulamalarda, ellusyon tamponu,
faza icin parcadir. Baza
ve kontaminantlara ihtiva eden
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bilesim hareketli fazin parcasi olarak kromatografisi
malzemesine uygulanir. Daha sonra, hareketli faz, polipeptid
ve kontaminantlarin kromatografi malzemesinden ayrildidindan
polipeptidin kontaminantlardan ayrilmasina imkan vermek icin
defisgtirilir, Bir elilsyon tamponu g¢odu durumda vyukleme
tamponundan farkli fiziksel bzelliklere sahiptir. Raz1
uygulamalarda eliUsyon tamponunun iyonik kuvveti, yik tamponuna
kiyvasla eliisyon seyri boyunca arttirilir. Bazi uygulamalarda,

krcmatografi, c¢oklu Urinli kir kromatografi prosedirudiir. Bazi
uygulamalarda, elisyon tamponu, burada tarif edilen
yontemlerle tanimlanan bir cptimal tampon icerir.

Baz1 uygulamalarda, iyvonik kuvvet gradyani, bir tuz
gradyanidir. Bazi uygulamalarda tuz gradyani, vaklasik 0 mM
tuz 1ila vyaklasik 200 mM tuz arasindaki bir gradyandir. Bazi
uygulamalarda, tuz gradyani, yaklasik 0 mM ila yaklasik 100 mM,
0 mM ila vyaklasik 60 mM, 0 mM ila vyaklasik 50 mM, 0 mM ila
vaklagik 40 mM, O mM ila vaklasik 30 mM, 0 mM ila vaklagik 20

mM, 0 mM ila yaklasik 10 mM, 10 mM ila vyaklasik 200 mM, 10 mM
ila vaklasik 100 mM, 10 mM ila vaklasik 50 mM, 10 mM ila
yaklasik 40 mM, 10 mM ila yaklasik 30 mM, 10 mM ila yaklasik
20 mM, 20 mM ila yaklasik 200 mM, 20 mM ila vyaklasik 100 mM,

20 mM ila yaklasgik 50 mM, 20 mM ila yaklasik 30 mM, 30 mM ila
vaklasik 200 mM, 30 mM ila vaklasik 100 mM, wve 30 mM 1ila
vaklasik 50 mM aralidinin herhangi biridir.

Mevcut bulusun bazi uygulamalarinda, hareketli fazin, d&drnedin
eliisyon tamponunun iyonik kuvveti, mobil fazin iletkenlidiyle
6lculir. Iletkenlik, bir sulu solisyonun iki elektrot arasinda
bir elektrik azkimini iletme vyetenedidir. Solilsyonda akim ivon
tasinimivla zaktarilir. Bu nedenle sulu solisyon i¢inde bulunan

iyon miktarlara arttidinda solusyon daha yuksek bir

iletkenlige sahip olacaktir. Iletkenlik icin temel &lcii birimi

Siemen (veya mho), mho'dur {(mS/cm) ve bir iletkenlik &lger

kullanilarak, Ornedin cesitli Orion iletkenlik &lger modelleri

kullanilarak ¢lgllebilir. Flektrolitik iletkenlik, bir

soliisyon icg¢indeki diyonlarin elektrik akimi tasima kapasitesi
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oldudundan, bir solilsyonun 1c¢indeki 1vyon Kkonsantrasyonunun
degigstirilmesi yoluyla, solilsyonun iletkenliginin
dedistirilmesi mumkiindiir. Ornedin istenen iletkenlidi elde
etmek amaciyla, solisyon ig¢indeki bir tamponlayici ajanin
konsantrasyonu ve/veya Dbir tuzun (Ornegin sodyum klorir,
sodyum asetat veya potasyum klorir) konsantrasyonu
dedistirilebilir. Tercihen, istenen iletkenlidi elde etmek
igin c¢esitli tamponlarin tuz konsantrasvonlari dedistirilir.
Baz1i uygulamalarda, kromategrafinin hareketli fazi, 0,0 mS/cm,
0,5 m$8/cm, 1,0 mS/cm, 1,5 mS/¢m, 2,0 mS/cm, 2,5 mS/cm, 3,0
mS/cm, 3,5 mS/cm, 4,0 mS/cm, 4,5 mS/cm, 5,0 mS/cm, 5,5 mS/cm,
6,0 mS/cm, 6,5 mS/cm, 7,0 mS/cm, 7,5 mS/cm, 8,0 mS/fcm, 8,5
mS/cm, 9,0 mS/cm, 9,5 mS/cm, 10 mS/cm, 11 mS/cm, 12 mS/cm, 13
mS/cm, 14 mS/cm, 15 m3/cm, 16 mS/cm, 17,0 mS/cm, 18,0 mS/cm,
19,0 mS/cm veya 20,0 mS/cm/nin yaklasik herhangi birinden daha
fazlalik bir 1ilk 1iletkenlige sahiptir. Bazi uygulamalarda,
mobil fazin iletkenlidi kromatografinin seyri boyunca, Srnedin
bir iyonik kuvvet gradyani ile arttirilir. Bazi uygulamalarda,
elisyonun tamamlandidinda mobil fazin i1letkenligi, vaklasik
1,0 mS/em, 1,5 mS/cm, 2,0 mS/cm, 2,5 mS/cm, 3,0 mS/cm, 3,5
mS/cm, 4,0 mS/cm, 4,5 mS/cm, 5,0 mS/cm, 5,5 mS/cm, 6,0 mS/cm,
6,5 mS/cm, 7,0 mS/cm, 7,5 mS/cm, 8,0 mS/cm, 8,5 mS/cm, 9,0
mS/cm, 9,5 mS/cm, 10 mS/cm, 11 mS/cm, 12 mS/cm, 13 mS/cm, 14
msS/cm, 15 mS/cm, 16 m3/cm, 17,0 mS/cm, 18,0 mS/cm, 19,0 mS/cm
veya 20,0 mS8/cm’nin herhangi birinden daha fazladar. Bazi
uygulamalarda, hareketli fazin iletkenlidi bhir lineer gradyan
ile arttirilir. Bazi uygulamalarda, mobil fazin iletkenlidi,
bir wvevya daha fazla adim iceren bir basamakli gradyan ile
arttiralair.

Burada tarif edilen yéntemlerin herhangi birinin bazi
uygulamalarinda; brnedin, bir ¢goklu Uirltnli kromatografi
prosediri veya burada tarif edilen yéntemler tarafindan
Tanimlanan bir optimal tampon igeren bir kromatografi
prosedirii, polipeptid wve bir wveya daha fazla kontaminant

igceren bilesim, vyaklasik 1 pg, 2 ug, 3 ng, 4 pg, 5 ug, 6 ng, 7
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ng, € ng, 9 ng,

herhangi

malzemes

vaklasik 0,5 mg/mL,

ve 5,0

birinden

1 tzerine

mg /mL’

10 pg,
daha

nin

yliklenir.
1,0 mg/mL,

herhangi

15 wg, 20 ng

fazla Dbir miktardaki

Bazi uygulamalarda,

1,5 mg/mL,

birinden

, 25 ng veya 50 ng’nin

2,0 mg/mL, 2,
daha

kromatografi

bilesim,

5 mg/mL

fazla bir

konsantrasyonda kromatografi malzemesi iizerine yiiklenir. Baz1i

uygulama

vilklenme

larda,

den &nce;

daha fazlasina

kromatog
uygulama
Burada

uygulama

mL/dk, 0,8 mL/dk,

rafinin

larda, bi

bilegsim,
drnedin,

seyreltilir.

hareketli

legim,

tarif cdilen

larinda,

1,3 mL/dk, 1,4 m

akis hiza,

1:

kromatografi

1, 1:2, 1

Baz1i uygulamalards,

fazina

malzemesi

fizerine

:5, 1:107a wveya 1:10"un

seyreltilir,

bilesim,

Bazi

bir ylikleme tamponuna seyreltilir.

yontemlerin

vaklasik 0,5 mL/dk,

0,9 mL/dk,

L/dk,

1,5 mL/dk,

1,0 mL/dk

herhangi birinden daha fazladir.

Burada

kromatografi malzemesi bir kolon icindedir.

kolon, bir HPLC kolonudur.

tarif

edilen

véontemlerin

boyutlardan herhangi birine sahiptir: 4

x 150 mm, 4 x 200

mm, 4

x 250

mm veya 2

D. Yik varyantlarinin saptanmasi

Bazi g&rintmlerde,

mevcut bevan,

bilegsimdeki bir polipeptidin

(rnedin bir antikor)

herhangi

birinin bazi

, 1,1 mL/dk, 1,2

baz1

x 50 mm,

0,6 mL/dk, 0,7

mL/dk,

1,75 mL/dk ve 2,0 mL/dk’nin

uygulamalarinda,

Bazi uygulamalarda kolon, as

x 250 mm.

ve polipeptidin bilesimindeki bir wveya daha

tespit
gbruntuml
sekilde
kosullar
goriniml
kromatog
yukarida
beyvanin
dedisim

ayirma

etme yontemleri

saglar.

Mevcut

Bazi uygulamalarda

agidaki

4 x 100 mm, 4

pceclipeptidi ihtiva eden bir

varvantlari

fazla waryanta

beyanin

bazi

erinde, polipeptidin varyantlari yukarida tarif edilen

optimize

edilmis

1 kullanilarak

erinde,

polipeptidin

rafisi kullanilarak

tarif

baz1 g&runumlerinde,

kromatografisi

kosullara

edilen

ve

iyvon dedisim kromatografisi ayirma
analiz edilir. Mevcut beyanin bazi
varyantlara, iyon degisim

analiz edilir, burada tampon

sekilde optimize edilmistir. Mevcut
polipeptidin wvaryantlari, diyon
kullanilarak analiz edilir, burada
tampon vukarida tarif edilen gekilde
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optimize edilir. Mevcut beyvanin bazi gorinimlerinde, iyon
dedigim kromatografisi ayirma kosullari ve/veya tampon g¢ok
sayidaki polipeptid (6rnedin bir veya daha fazla antikor) igin;
drnedin bir veya daha fazla hedef polipeptit ig¢in ortak bir
ATP/dT deferini belirleyerek optimize edilir, Ydntem,
polipeptid ve bir veya daha fazla varyantin bir iyon dedisimi
kromatografisi malzemesine bir i1lk iyonik kuvvetli bir ylukleme
tamponu kullanilarak badlanmasini, polipeptid ve bir veva daha
fazla kentaminantin ivon-dedisim kolonundan bir eliisyon
tamponu kullanilarak elite edilmesini, burada elisyon
tamponunun iyonik kuvvetinin, bir iyonik kuvvet gradyani ile
polipeptidler wve bir veya daha fazla kontaminantin ayri
entiteler halinde kromatografi malzemesinden eliite edilecedi
sekilde dedistirilmesini icerir. Kromatografinin eluentleri
daha sonra ana polipeptit wve wvaryantlarin wvarlidil agisindan
analiz edilir. Polipeptidin varyantlari, polipeptidin asidik
varyantlarini ve ana rolipeptidin temel varyantlarini
igcerebilir. Asidik varyantlarain brnekleri, yani ana
polipeptidin pl'sinden daha dustik bir pI’a sahip varvyantlar,
bir wveya daha fazla glutamin wve/veya asparagin tortusunun
deamide edildigi polipeptitleri igerir, ancak bunlarla sinirl:
dedildir. Bazik polipeptid wvaryanti, vyani ana polipeptidin
pl'sinden daha biyik bir pl'a sahip varyant drnekleri arasinda
bunlarla sinirli olmamak izere, bir aspartik asit kalintisinin
bir stiksinimit parcasina modifiye edilmesine yol acan
varyantlar bulunur. Mevcut  beyvanin kaska gériniimlerinde
polipeptidler, vyaklasik 6.0 ila 9.5'lik bkir pl'a sahiptir.
Mevcut bkevanin baska gdrinimlerinde polipeptid, vaklasik 6.0
ila 9.5'1ik bir pl'a sahip olan bir antikordur.

E. Bir bilesimdeki bir polipeptidin safliginin belirlenmesi
Baz1i g&riniimlerde, mevcut beyan polipeptidi ihtiva eden bir
bilesimdekl bir polipeptidin saflidini belirleme yodntemleri
saglar. Mevcut beyvanin bazi gorunimlerinde, bilesimdeki
polipeptidin saflidi, vyukarida tarif edilen sekilde optimize

edilmisg iyon dedisim kromatogratisi ayirma kogullara
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kullanilarak analiz edilir. Mevcut beyanin bazi gdriinumlerinde,
bilesimdeki polipeptidin saflidi, i1yon defisim kromatografisi
kullanilarak analiz edilir, Dburada tampon yukarida tarif
edilen sekilde optimize edilmistir. Mevcecut beyanin bazi
gérinumlerinde, bilesimdeki polipeptidin safligi, ivyon dedisim
kromatografisi kullanilarak analiz edilir, burada ayirma
kosullar: wve tampon vyukarida tarif edilen sekilde optimize
edilir. Mevcut Dbevanin bazi gdrinimlerinde, ivon dedisim
kromatografisi ayirma kosullari ve/veya tampon c¢ok sayidaki
polipeptid (drnedin bir veya daha fazla antikor) ig¢in; &rnedin
bir veya daha fazla hedef polipeptit ig¢in ortak hir dTIP/dT
deerini belirleverek optimize edilir. Yéntem, polipeptid ve
bir veva daha fazla kontaminantin bir iyon degisimi
kromatografisi malzemesine bir ilk iyonik kuvvetli bir vyiukleme
tamponu kullanilarak baglanmasini, polipeptid ve bir veya daha
fazla  kontaminantin iyon-dedisim kolonundan hir eliisyon
tamponu kullanilarak elite edilmesini, burada eliisyon
tamponunun iyonik kuvvetinin, bir iyonik kuvvet gradyani ile
polipeptidler ve bir wveyva daha fazla kontaminantin ayri

entiteler halinde kromatografi malzemesinden eliite edilecegi

sekilde dedistirilmesini icerir. Polipeptidin saflida,
kromatografi malzemesinden elite edilen polipeptidin
miktarinin, kromatografi malzemesinden eliite edilen
kontaminantlarin, drnedin vilk varyvantlarinin miktarina

oraninin belirlenmesiyle degerlendirilebilir. Mevcut beyanin
baska gdriniimlerinde polipeptidler, vyaklasik 6.0 ila 9.5'lik
bir pl'a sahiptir. Mevcut  beyanin baska gérintmlerinde
polipeptid, wvaklasik 6.0 ila 9.5'lik bir pl'a sahip clan bir
antikordur.

F. Bir bilesimdeki bir polipeptidin stabilitesinin belirlenmesi
Baz1i g&riniimlerde, mevcut beyan polipeptidi ihtiva eden bir

bilesimdeki bir polipeptidin stabilitesinin belirlenmesi igin

vantemler saglar. Mevcut bevanin bazi goriniimlerinde,
bilegimdeki polipeptidin stabilitesi, iyon degisim
kromatografisi kullanilarak belirlenir, burada ayirma
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kosullari vukarida tarif edilen sekilde optimize edilir.
Mevcut beyanin bazi gdruUnimlerinde, bilesimdeki polipeptidin
stabilitesi, iyon dedisim kromatografisi kullanilarak

belirlenir, burada tampon vyukarida tarif edilen sekilde

optimize edilmistir. Mevcut Dbeyanin bazi gdrinimlerinde,
bilesimdeki polipeptidin stabilitesi, iyon dedisim
kromatografisi kullanilarzk belirlenir, burada ayirma

kesullari wve tampon vukarida tarif edilen sekilde optimize
edilir. Mevcut Dbeyanin Dbazi gdrinumlerinde, iyon dedisim
kromatografisi ayirma kosullari ve/veya tampon ¢ok sayidaki
polipeptid (érnedin bir wveya daha fazla antikor) igin; Ornedin
bir veya daha fazla hedef polipeptit igin ortak bir dIp/dT
dederini Dbelirleyerek optimize edilir. Mevcut beyanin bazi
gdérintimlerinde, polipeptidi igeren bilesimin 0&rnekleri zamana
karsi analiz edilir. Mevcut Dbeyanin bazi gdérinimlerinde,

bilesim, analizden ©&nce ¢esitli =zamanlarda analiz edilir,

Mevcut beyanin bazi gdrinlmlerinde, bilesim, analiz &éncesinde
yaklasik 0°C, 20°C, 37°C wveya 40°C’nin herhangi birinden daha
fazlasinda enkibe edilir. Mevcut bevanin bazi gdrUnUmlerinde,

bilesim, analizden &nce 1 gin, 2 giin, 3 gin, 5 gin, 1 hafta, 2
hafta, 3 hafta, 4 hafta, 6 hafta, 2 ay, 3 ay, 6 ay, 1 yil’in
biri wveya daha fazlasi sireyle enkilbe edilir. Bilesim daha
sonra, bilegsimdeki polipeptid ve bir vevya daha fazla
kontaminantin bkir ivon dedisimi kromatografisi malzemesine bir
ilk iyonik kuvvetli bir yiikleme tamponu kullanilarak
baglanmasini, polipeptid ve bir veya daha fazla kontaminantin
iyvon-dedisim kolonundan bir elisyon tamponu kullanilarak eliite
edilmesini, burada elisyon tamponunun ivyvonik kuvvetinin, bir
iyonik kuvvet gradyani 1ile polipeptidler ve bir veya daha
fazla kontaminantin ayri entiteler halinde kromatografi
malzemesinden ellite edilecedi sgsekilde dedistirilmesi 1ile
analiz edilir. Polipeptidin kontaminantlara oranindaki dedisim,
bilesimdekl polipeptidin stabilitesini géstermektedir. Ornedin,
polipeptidin kontaminantlara orani =zaman 1ig¢inde de&ismezse,

polipeptid stabil olarak kabul edilebilir, ancak bilegsimdeki
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polipeptid miktarindaki egszamanli bir azalma ile
kontaminantlarin hizli birikmesi, bilesimde bulunan
polipeptidin daha az kararli oldudunu gdsterir. Mevcut beyanin
bazi1 gérinimlerinde, Dbilesimdeki ©polipeptidin stabilitesi,

iyvon degisim kromatografisi kullanilarak analiz edilir, burada
ayirma kosullari yukarida tarif edilen sekilde optimize edilir.
Mevcut beyanin bazi gdrinlimlerinde, bilesimdeki polipeptidin
stabilitesi, ivon dedisim kromatografisi kullanilarak analiz
edilir, burada tampon vukarida tarif edilen gekilde optimize
edilmistir. Mevcut beyanin bazi1 gorinimlerinde, bilesimdeki
polipeptidin stabilitesi, iyon degisim kromatografisi
kullanilarak analiz edilir, burada ayirma kosullari ve tampon
yukarida tarif edilen gsekilde optimize edilir. Mevcut beyanin
baz1 gdriinumlerinde, iyon dedisim kromatografisi ayirma
kosullari ve/veya tampon ¢ok sayidaki polipeptid (drnedin bir
veya daha fazla antikor) ig¢in; &rnedin bir wveya daha fazla
hedef polipeptit ic¢in ortak bir dIP/AT deferini belirleyerek
optimize edilir. Mevcut beyanin baska gdbriniimlerinde
polipeptidler, vaklasik 6.0 1ila 9.5'1ik bir pI'a sahiptir.

Mevcut beyanin baska gdrinimlerinde polipeptid, vyaklasik 6.0
ila 9.5'11k bir pl'a sahip olan bir antikordur.

Polipeptitlerin &rnekleri arasinda, bunlarla sinirli kalmamak
kaydivyla, antikorlar wve antikor fragmanlari bulunur.

G. Peolipeptidlerin saflastirilmasa

Baz1 gdrinuimlerde mevcut beyan, polipeptid ve bir wveya daha
fazla kontaminant igeren bir bkilesimden bir antikor gibi bir
polipeptidin saflagtirilmasi igin yéntemler saflar. Yéntem
olup, kromatografi avyvirma kosullarinin vukarida tarif edilen
sekilde optimize edilmesini ig¢erir. Mevcut beyanin bazi

goériinimlerinde, polipeptid, tamponun vyukarida tarif edilen
sekilde optimize edilmis oldudu kromatografi kullanilarak
saflastirilir. Mevcut beyanin bazi gérinumlerinde, pclipeptid,

ayirma kosullari ve tampon yukarida tarif edilen sekilde
optimize edildidi kromatografi kullanilarak saflastirilir.

Mevcut  beyvanin bazi gbrinimlerinde, kromatografi ayirma
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kosullari ve/veya tampon c¢ok sayidaki polipeptid (drnedin bir
veya daha fazla antikor) i¢in; ©Ornedin bir wveya daha fazla
hedef polipeptit ig¢in ortak bir dIP/dAT deferini belirleverek
optimize edilir. Mevcut beyanin bazi goériinimlerinde,
kromatografi, iyon degisim kromatografisidir; dJdrnegin katyvon
dedisim kromatografisi wveya anyon dedisim kromatografisidir.
Mevcut beyanin bazi gdrinumlerinde, kromatografi, karma kipli
kromatografidir.

Mevcut bevanin bazi1 gbrinumlerinde, polipeptid ve
kontaminantlari, bir iyon dedisimi Kkromatografisi malzemesine
vevya karma kipli kromatografi malzemesine kromatografi
sicakliktaki polipeptidin bir pH blkilme noktasindaki bir
yiukleme tamponu kullanilarak badlanir. Yikleme tamponu, bir
ilk iyenik kuvvete sahiptir. Polipeptid daha sonra, elisyocn
tamponunun iyonik kuvvetinin, polipeptidler wve bir wveya daha
fazla kontaminantin, ayri varliklar halinde krcmatografi
malzemesinden ayrilacadi sekilde bir ivonik kuvvet gradyaninca
degistirildigi bir elisyon tamponu kullanilarak iyon dedisim
kromatografisi ortamindan veya karisik mod kromatografi
ortamindan ayristairilir. Fraksiyonlar, kromatografinin eliisyon
fazi1 sirasinda toplanir ve hig veya minimal kirletici
igermeyen polipeptit igeren fraksiyonlar, daha fazla islem
veya farmasétik formiilasyon ig¢in havuzlanir. Polipeptitlerin
drnekleri arasinda, bunlarla s1inirli kalmamak kaydivla,
antikorlar ve antikor fragmanlari bulunur.

III. Polipeptitler

Polipeptidler, iyon dedisim kromatografisinin yéntemlerinin
herhangi birinde kullanim icin olup, burada avirma kosullarz,
burada tarif edilen sgsekilde optimize edilmistir. Mevcut
bulusun bazi uygulamalarinda, bir polipeptidin bilesimleri
iyvon dedgisim kromatografisi ile analiz edilir. Bu tir
yontemler, bkilesim igindeki polipeptitin yik wvaryantlarini
tanimlamakta vyararlidir. Bazi vyapilanmalarda polipeptit bir
antikor va da bunun fragmanidar. Baz1 uygulamalarda

polipeptidler, vaklasik 6.0 ila 9.5'1ik bir pI'a sahiptir.
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Baz1i uygulamalarda, polipeptid, vaklasik 6.0 ila vyaklasik 9.5
arasinda dedisen bir pl'ye sahip olan bir antikordur. Bazi
uygulamalarda, bir polipeptidin yikil vs. pH dederi edrisindeki
Biikiilme Noktasi (IP), bulusun yéntemleri ile sadlanmaktadir.
Baz1 uygulamalarda, sicakliktaki bir degisimle IP’deki degisim
(dTP/dT), bulusun ydéntemleri tarafindan sadlanmaktadir.

Bazi1i vyapilanmalarda polipeptit Dbir terapdtik polipeptittir.
Bazi vapllanmalarda polipeptit bir antikordur. Bazi
uygulamalarda, polipeptid, bir immilnocadezindir.

Baz1 yapilanmalarda polipeptidin molekiil agirligir yaklasik
5.000 Dalteon, 10.000 Dalten, 15.000 Dalton, 25.000 Dalton,
50.000 Dalton, 75.000 Dalton, 100.000 Dalton, 125.000 Dalton
veya 150.000 Daltondan herhangi birinden daha biyaktir.
Polipeptidin molekiil adirlidir vyaklagsik 50.000 Dalton ile
200.000 Dalton wveya 100.000 Dalton ile 200.000 Dalton arasinda
olabilir. Alternatif olarak, Dburada kullanilmaya vydnelik
polipeptidin moleklill adirlidi vaklasik 120.000 Dalton veya
yaklasik 25.000 Dalton clabilir.

pl izcelektrik noktadir ve belirli bir molekilin veya ylzeyin
hig¢hir net elektrik yiki tasimadids pH dederidir. BRazi
uygulamalarda, bulusun yontemi, bilesimdeki polipeptidin
pl'sinin, &rnedin bir antikorun, yaklasik 6.0 ila yaklasik 9.5
arasinda oldudu bir polipeptidi iceren Dbircock Dbilesimde
kullanilabilir. Bazi uygulamalarda, pclipeptid, vaklasik
9,5'ten daha biylk; 6rnedin, yaklasik 9,5 ila vaklasik 1271ik
bir pI'ye sahiptir. Burada tarif edilen yo&ntemlerin Dbazi
uygulamalarinda, polipeptidin, dJdrnedin bir antikorun pl'si,
vaklasik 7’den daha az; dJdrnedin, vaklasik 4 ila vyaklasik 7
olabilir.

Burada tarif edilen  y&ntemlerin herhangi  birinde, bir
polipeptid wve bir wveya daha fazla kontaminant igeren bir
bilesimdekl bir veya daha fazla kontaminant, polipeptit yik
varyantlaridir. Bazi uygulamalarda, polipeptid yiik wvaryanti,
polipeptidin  yikiinin dedistirilecedi sekilde kendi dogal

durumundan modifiye edilmis bir polipeptiddir. Bazi
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uygulamalarda, yiik varyantlarai, ana pclipeptidden daha
asidiktir; baska bir deyisle ana polipeptidden daha diusik bir
pl’ye sahiptir. Baska uygulamalarda, yuk wvaryantlari, ana
polipeptidden daha baziktir; baska bir deyislie ana
polipeptidden daha yluksek bir pl’ye gahiptir. Baz1
uygulamalarda, polipeptid yiik waryantlari, gelistirilmistir.
Baz1 uygulamalarda, polipeptid yik varyanti dodal proseslering
drnedin, oksidasvyon, deamidasvon, lizin kalintilarinin C ucu
iglemesi, N ucu piroglutamat olusumu ve glikasyonun scnucudur.
Baz1 uygulamalarda, polipeptid yuk varyanti, proteine bagla
olan glikanin, glikoproteinin  ylikiinin, ana glikoproteine
kiyasla dedistirilecedi sgekilde, O6rnedin, sivyalik asit wvevya
tiilrevlerinin eklenmesivyle modifivye edildigi bir
glikoproteindir. Bazi uygulamalarda, polipeptid ylik wvaryanti,
bir antikor yitk varyantidair,

Burada tarif edilen metotlar kullanilarak analiz edilecek
polipeptitler genellikle rekombinasyon tekniklerivle dretilir.
Rekombinant proteinlerin {dretimine vydnelik metctlar dJdrnedin
J.3. Pat. No. 5,534,615 wve 4,816,567 belgelerinde tarif
edilmektedir. Bazi vyapilanmalarda 1ilgili protein bir CHO
hilcresi ig¢inde Uretilir (bkz. &rnegin WO 94/11026). Bazi
uygulamalarda, i1lgi duyulan polipeptid, bir E. coli hiicresinde
iretilir. Jrnedin, translasyon baslatma bdlgesini (TIR) wve
ekspresyon ve sekresyonun optimize edilmesi igin sinyal
sekanslarini a¢iklayan, U.S. Pat. No. 5,648,237; U.5. Pat. No.
5,789,199 wve U.S., Pat., No. 5,840,523 belgesini inceleyiniz.
Ayrica, E. coli'de antikor fragmanlarainin ekspresycnunu
aciklayvan Charlton, Methods in Molecular Biclogy, Cilt 248 (B.
K. C. Lo, kaski., Humana Press, Totowa, N.J., 2003), =sf. 245-
254 belgesini inceleyiniz. Rekombinasycn teknikleri
kullanilairken polipeptitler hiicre icinde periplazmik boslukta
Uretilebilir ya da dodrudan crtamin ig¢ine salgilanabilir.
Polipeptitler kultur ortamindan veya konakcga hiucre
lizatlarindan geri kazanilakilir. Polipeptitlerin ifadesinde

kullanilan hiicreler c¢esitli fiziksel wvevya kimyasal vyollarla,
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drnedin donma-c¢oézilme c¢evrimi, sonikasyon, mekanik tahribat
veya hlicre parcalayici ajanlar vyoluyla tahrip edilebilir.
Polipeptidin hiicre ig¢inde {retilmesi durumunda, birinci adim
olarak, konakga hicreler veya parcalanmis fragmanlar
bigimindeki pargacikliy: kalintilar, Ornedin santrifiijleme veya
ultrafiltreleme yvoluyla uzaklastirilir, Carter et al.,
Bio/Technology 10: 163-167 (1992), E. coli'nin periplazmik
boslufuna salgilanan polipeptidleri izole etmek icin bkir
prosediir tarif eder. Ozetle, ortamda sodyum asetat (pH 3,5),
EDTA ve fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF) mevcutken vyaklasik 30
dk. boyunca hiicre pastasi eritilir, Hicre kalintilara
santrifiijleme vyoluyla uzaklastirilabilir. Polipeptit ortama
salgilandidinda, bu tiir ifade sistemlerinin sipernatanlari
genellikle 1ilk olarak pivyasada bulunabilen bir polipeptit
konsantrasyon filtresi, Ornedin bir Amicon veya Millipore
Pellicon ultrafiltreleme bhirimi kullanilarak konsantre edilir,
Bir proteaz inhibitdéri, drnedin PMSE, proteclizi inhibe etmek
izere vyukaridaki adimlardan herhangi birine dahil edilebilir
ve harici kirleticilerin bliylumesinin onlemesi igin
antibiyotikler dahil edilebilir.

Bazi uygulamalarda, polipeptid wve Dbir veya daha fazla
kontaminant igeren bilesimdeki polipeptid, bulusun yéntemleri
ile analizden once saflastirilmis vevya kismen
saflastirilmistair. Ornedin, metotlardaki polipeptit bir
afinite kromatografisi, bir katvyon dedistirme kromatografisi,
bir anyorn dedistirme kromatografisi, bir karisik mod
kromatografisi wve bir hidrofobik etkilesim kromatcografisinden
elde edilen bir elientin icindedir. Bazi vapilanmalarda
polipeptit, bir Protein A kromatografisinden elde edilen bir
elilentin igindedir.

Mevcut bulusun metotlari ile analiz edilebilecek
polipeptitlerin o&rnekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak
kaydivyla, imminoglobilinler, immiincadezinler, antikorlar,
enzimler, hormonlar, fiizyon prcteinleri, Fc¢ iceren proteinler,

immiinokenjigatlar, sitokinler wve interlékinler bulunur.
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(A) Antikorlar

Burada tarif =edilen vy&ntemlerden herhangi birinin Dbazi
vapllanmalarinda, polipeptitlerin analiz edilmesine y&nelik
yédntemlerden herhangi birinde ve burada tarif edilen
yvontemlerle polipeptitleri igeren formiilasyonlarda kullanim
amaclanan polipeptit bir antikordur.

Antikorlar ig¢in molekiiler hedefler CD proteinlerini ve
bunlarin ligandlarana, drnedin bunlarla sinirli olmamak
kaydiyla asadidakileri kapsar: (i) CD3, CD4, CD8, (CD19, CDlla,

Cbz0, CD22, CD34, CD40, CD79%x (CD7%a) ve CD79R (CD79%b); (ii)

ErbR reseptdr ailesinin iyeleri, &rnedin EGF reseptdril, HER2,

HER3 wveva HER4 reseptdri; (iii) hicre adezyon molekillleri,

6rnedin LFA-1, Macl, plb50, 95, VLA-4, ICAM-1, VCAM ve ov/p3
integrini ve bunlarin alfa veyva keta alt bkirimleri (&rnedin
anti-CDhlla, anti-CcD18 veya anti-CD11b antikorlari); (1v)

biiylime faktdrleri, ©Ornedin VEGFE; TIgF; kan grubu antijenleri;

f1k2/£1t3 reseptorii; obezite (OB) reseptdril; mpl reseptdrii;

CTLA-4; protein C, BR3, c-met, doku faktdrld, B7 wvs.; wve (V)

hicre vyiizeyi antijenleri ve transmembran timdrle 1liskili
antijenler (TARA), Ornegin U.3. Patent No 7,521,541 belgesinde
aciklananlar.

Ornek nitelidindeki dider antikorlar, bunlarla sinirli olmamak
kaydiyla, anti-dstrocjen reseptdrld antikoru, anti-projesteron
reseptdril antikoru, anti-p53 antikoru, anti-HER-2/neu antikoru,
anti-EGFR antikoru, anti-katepsin D antikoru, anti-Bcl-2
antikoru, anti-E-kaderin antikoru, anti-CAl25 antikoru, anti-
CAl15-3 antikoru, anti-CAl19%-9 antikoru, anti-c—erbB-2 antikoru,

anti-P-glikoprotein antikoru, anti-CEA antikoru, anti-
retinoblastom protein antikoru, anti-ras onkoprotein antikoru,

anti-Lewis X antikoru, anti-Ki-67 antikoru, anti-PCNA antikoru,
anti-CD3 antikoru, anti-CD4 antikoru, anti-CD5 antikoru, anti-
CD7 antikoru, anti-CD8 antikoru, anti-CD89/p24 antikoru, anti-
CD10 antikecru, Anti-CDlla Antikoru, anti-CDllc antikoru, anti-
CDh13 antikoru, anti-CD14 antikoru, anti-CD15 antikoru, anti-

CD19% antikoru, anti-CD20 antikoru, anti-CD22Z antikoru, anti-
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CDh23 antikoru, anti-CD30 antikoru, anti-CD31 antikoru, anti-
CD33 antikoru, anti-CD34 antikoru, anti-CD35 antikoru, anti-
CD38 antikoru, anti-CD41 antikoru, anti-LCA/CD45 antikoru,
anti—-CD45R0C antikoru, anti-CD45RA antikoru, anti-CD39 antikoru
anti-CD 100 antikoru, anti-CD9%5/Fas antikoru, anti-CD%9
antikoru, anti-CD106 antikoru, anti-ubikitin antikoru, anti-
CD71 antikoru, anti-c—myc antikoru, anti-sitokeratin antikoru,
anti-vimentin antikoru, anti-HPV proteinleri antikoru, anti-
kappa hafif zincirleri antikoru, anti-lambda hafif zincirleri
antikoru, anti-melanozom  antikoru, anti-prostat spesifik
antijen antikoru, anti-3-100 antikoru, anti-tau antijen
antikoru, anti-fibrin antikoru, anti-keratin antikoru ve anti-
Tn-antijen antikoru arasindan secilenleri kapsar.

(i) Monoklonal antikorlar

Bazi vapilanmalarda antikorlar monoklonal antikorlardir.
Monoklonal antikorlar, meonoklonal antikorun Uretimi sirasinda
ortaya c¢ikan ve genellikle kii¢lik miktarlarda olan olasi
varyantlar haricinde  biylk olcgiide homojen bir antikor
popllzasyconundan, yani popilasyonu 1ig¢eren her bkir antikorun
bzdes oldugu wve/veya ayni epitopa baglandidi bir antikor
popilasyonundan elde edilir, Bu nedenle, "monokleonal”
niteleyicisi, antikorun &zelligini, ayri veya poliklonal
antikorlarin bir karigimi olmamasi bigiminde belirtir.

Ornedin monoklonal antikorlar ilk clarak Kohler vd., Nature,
256:495 (1875) tarafindan tarif edilen hibridom metodu
kullanilarak vyapilabilir ya da rekombinant DNA metotlariyla
yapilabilir (US Patent No. 4,816,567).

Hibridom metodunda, bir fare wvevyva uygun baska bir konakga
hayvan, ©o6rnedin bkir hamster, badigiklama ig¢in kullanilan
polipeptide spesifik clarak badlanan antikorlari iireten ya da
bunlari Uretebilme kapasitesine sahip olan lenfositler
safdlamak Uzere burada tarif edildidi gibi bagisiklanir.
Alternatif olarak lenfositler laboratuvar ortaminda (in vitro)
badigsiklanabilir. Daha sonra, lenfogitler, Srnedin bir

polietilen glikol gibi uygun bir kaynastirma maddesi
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kullanilarak miyelom  hicreleri ile kaynastirilir ve Dbir
hibridom hiicresi olusturulur (Goding, Moncclonal Antibodies:
Principles and Practice, sayfa 59-103 (Academic Press, 1986)).
Bu sekilde hazirlanan hibridom hiicreleri, tercihen kaynasmamis
ana miyelom hiicrelerinin geligimini veya gadkalimini inhibe
eden bir veya daha fazla madde igeren uygun bir killtir
ortamina ekilir wve burada yetistirilir. Ornegdin ana miyelom
hilcrelerinin enzim hipoksantin guanin fosforibozil transferaz
(HGPRT wveya HPRT) icermemesi durumunda, hibridomlar ig¢in
kiiltiir ortam1 tipik olarak HGPRT'den yoksun hicrelerin
geligimini &nleyen hipoksantin, aminopterin wve timidin (HAT
ortami) icerecektir.

Baz1 vyapilanmalarda miyelom hiicreleri, segilen antikor iireten
hiicreler vasitasiyla verimli bicimde kaynasan ve vylksek
dizeyde stabil antikor Uretimini destekleyen miyelom
hiicreleridir ve &drnedin HAT ortami gibi bir ortama duyarladar.
Bunlarin arasaindan, bazi vapilanmalarda, mivyelom hiicre hatlara
murin miyelom hatlara: olup, Ornedin Salk Institute Cell
Distribution Center, San Diego, California ABD'den temin
edilebilen MOPC-21 ve MPC-11 fare timdrlerinden tidretilenler
ve American Type Culture Collection, Rockville, Maryland
ABD'den temin edilebilen SP-2 veya X603-Ag8-653 hiicreleridir.
Insan monoklonal antikorlarainin {iretimi icin, insan mivyelom ve
fare-insan heteromivyelom hilcre hatlari da tarif edilmistir
(Kozbor, J. Immuncol. 133:3001 (1984); Brodeur vwve diderlieri,
Monccleonal Antibody Production Techniques and Applications sf.
51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1887)).

Hibridom Thiicrelerinin biyiitdldiagld kiltir ortama, antijene
vénelik monoklconal antikorlarin {Uretimi i¢in analiz edilir.
Baz1 vyapilanmalarda, hibridem hiicreleri tarafindan diretilen
monoklonal antikorlarain baglanma spesifikligi
immunopresipitasyen yoluyla wveya bkir 1in vitro badlanma
deneyiyle, Ornedin radyo immin analiz (RIA) veya enzime badli

immiinsorban analizi (ELISA) i1le belirlenir.
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Moncklonal antikorun baglanma afinitesi, ©O6rnedin Munson vd.,
Anal. Biochem. 107:220 (1980) belgesinde agiklanan Scatchard
analizi ile belirlenebilir.

Hibridom hiicrelerinin, istenen spesifiklie, afiniteye ve/veya
aktiviteye sahip antikorlari drettidgi tespit edildidinde,

kleonlardan, sinirlayicil seyreltme prosediirleri ile alt klonlar

olusturulabilir ve bunlar, standart yéntemlerle
vetistirilebilir (Goding, Moncclonal Antibodies: Principles
and Fractice, sayfa 59-103 (Academic Press, 1986)). Bu amaca

uygun kiiltiir ortamlari arasinda &rnedgin D-MEM veya RPMI-1640
ortami bulunur. Ayrica, hibridom hilicreleri, bir hayvan ig¢inde
assit timdrleri olarak in vivo bliylutilebilir.

Alt klonlar tarafindan salgilanan monoklonal antikorlar,
kaltur ortamz, assit sivisi veya serumdan konvansiyonel
immiinoglebiilin saflastirma prosedirleriyle, &rnedin Polipeptit
BA-Sepharose, hidroksilapatit kromatografisi, jel elektroforezi,
diyaliz vevya afinite kromatografisi ile uygun sekilde ayrilair.
Moncoklonal antikorlari kodlayan DNA, konvansiycnel prosediirler
izerinden (mesela murin antikorlarin agdir ve hafif zincirlerim
kodlayan genlere spesifik olarak baglanabilen oligontkleotit
problari kullanilarak) halihazirda izole edilir ve sekanslanir.
Bazi1i vyapilanmalarda hibridom hiicreleri bu tir DNA ig¢in bir
kaynak islevi gérir. DNA izole edildikten sonra rekombinant
konakgi hiucrelerde monoklonal antikorlarin sentezinin elde
edilmesi amaciyla ifade vektdrlerine konulabilir ve bunlar da
daha sonra konakgi  hiicrelere, &rnedin E. c¢gli  hiicreleri,
simian COS hicreleri, ¢in Hamsteri Over (CHO)} hilicreleri veya
zksi takdirde imminogloblilin polipeptit {lretmeyven mivelom
hilcrelerine transfekte edilir. Bakterilerin ig¢ginde antikor
kodlayan DNA'nin rekombinant ifadesiyle 1ilgili makaleler icin
Skerra ve diderleri, Curr. Opinion in Immunol. 5:256-262 (1993)
ve Pliakthun, Immunocl. Revs., 130:151-188 (1992) vyayinlarini
inceleyiniz,.

Baska bir vyapilanmada antikorlar weya antikor fragmanlari,

McCafferty vwvd., Nature 348:552-554 (1990) belgesinde tarif
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edilen teknikler kullanilarak olusturulan antikor faj
kiitiiphanelerinden izole edilebilir. Clackson ve digerlieri,
Nature 352:624-628 (1991} ve Marks ve didgerleri, J. Mol. Biol.
222:581-597 (1991) belgelerinde, faj kiitiphaneleri
kullanilarak sirasivyla murin ve insan antikorlarinan

izolasyonu tarif edilmektedir.

voluyla ylksek afiniteli

Uretimini (Marks

(1992))

ve ayni

ve digerleri,

(nM aralidinda)

zamanda ¢ok buyuk

faj

Sonraki yayinlar, =zincir karma
insan antikorlarainin

EBio/Technology 10:779-783

kitiphanelerinin

olusturulmas: i¢in bir strateji olarak birlesimsel enfeksiyon

ve in viwvo rekombinasyonu

Res. 21:2285-22¢%

{(1993))

{(Waterhouse ve diderieri, Nuc. Acids.

tarif eder. Dolayisivla bu teknikler,

monoklonal antikorlarin izolasyonu i¢in geleneksel monoklonal

antikor hibridom tekniklerine uygulanabilir alternatiflerdir.

DNA ayrica 6rnedin homolog murin sekanslaril yerine insan agir

ve hafif zincir sabit domenlerine yonelik kodlayici sekansin

ornatilmasivyla (U

.3, Patent No. 4,816,5067; Morrison ve

digerleri, Proc. Natl Acad. Sci. USA 81

16851

(1984)) ya da bir

immiinogloblilin harici peolipeptide vyénelik kodlayici sekansin

tamaminin veya bir kisminin

immiinoglobiilin kodlayici sekansla

kovalent olarak birlestirilmesi vyeoluyla modifiye edilebilir.

Tipik olarak,

bu tir imminoglcebilin harici polipeptitler, bir

antikorun sabit domenleri yerine ornatilir veya bir antikorun

bir antijen birlestirme bdlgesinin dedisken domenleri vyerine

ornatilir wve bdylece, b

antijen

birlestirme

spesifiklidi olan

baska

ir antijene

bélgesine ve

bir antijen

spesifikligi olan bir

farkla

bir antijene

birlestirme bdlgesine

sahip bir kimerik iki deferlikli antikcorun {iretilmesi saglanir.

Burada

tarif edilen

metctlardan

yvapilanmalarinda antikor Iga, IgD, IgE,

herhangi birinin bazi

IgG veya IgM'dir. Bazi

yapilanmalarda antikor bir IgG monoklonal antikcrudur.

(ii) Insanlastirilmis antikorlar

Baz1 vyapilanmalarda antikor bir

insanlastirilmis antikordur.

Tnsan koékenli olmayan antikorlarin insanlagtirilmasina ydnelik

metotlar

teknikte

tarif

edilmistir.
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insanlastirilmis bir antikor, insan harici bir kaynaktan dahil
edilen bir veya daha fazla amino asit kalintisina sahiptir. Bu
insan k&kenli c¢lmayan amino asit kalintilarina ayrica "ithal™
kalintilar adi verilmekte olup, bunlar tipik olarak bir
"ithal" dedisken domenden alinmaktadir. Insanlastirma, temel
olarak Winter wve arkadaslarinin meteodu izlenerek (Jones vd.,

Nature 321:522-525 (1986); Riechmann wvd., Nature 332:323-327
(1988); Verhoeven vd., Science 239:1534-1536 (1988)), asira
dedisken bdlge sekanslarinin, bpbir insan antikorunun karsilik
gelen sekanslariyla ikame edilmesi yoluyla
gerceklestirilebilir, Buna gdre, bu £ir "insanlastirilmis"
antikorlar kimerik antikorlar olup {(U.S. Patent No. 4,816,567),
burada Dbir bozulmamis (intakt) insan dedisken domeninden daha
azl, bir insan olmayan tTirin karsilik gelen sekansiyla ikame
edilmistir. Uygulamada, insanlastirilmis antikorlar tipik
olarak bazi asiri dedisgsken bdlge kalintilarinin ve muhtemelen
bazi FR kalintilarinin, kemirgen antikorlarinin analog/benzer
bdlgelerine ait kalintilarla ikame edildidi insanlastirilmis
antikorlardar.

Insanlastirilmis antikerlarin yapiminda kullanilacak olan hem
hafif hem de agdir 1insan dedisken domenlerinin seg¢imi
antijeniklidin azaltilmasi bakimindan c¢ok ©&nemlidir. "En iyi
uyum”™ adi verilen metoda gdre, bir kemirgen antikorunun
defisken domeninin sekansi, 1insan dedisken domen sekanslarinin
bilinen tim kiitiphanesine karsi taranir.Daha sonra,

kemirgeninkine en yakin insan sekansz, insanlastirilmis
antikorun insan c¢ergeve bdlgesi (FR) olarak kabul edilir (Sims
ve digerleri, J. Immunol. 151:22596 (1993) ; Chothia ve
digerleri, J. Mol. Biol. 196:901 (1387)}. Bagka bhir metotta,

hafif wve agir =zincir dedgisken bdlgelerin belirli bpir alt
grubuna ait tim insan antikorlarinin konsensus sekansindan
tiretilen belirli bir c¢erceve bdlgesi kullanilir. Ayni cergeve
bdélgesi, birkac farkla insanlastirilmis antikor icin

kullanilabilir (Carter ve diderlieri, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 89:4285 (1992); Presta ve didJerieri, J. Immunol. 151:2623
(1993)) .

Ayrica, antikorlarin antijene y&nelik yiliksek afiniteleri ve
diger avantajli bivolojik dzellikleri korunarak
insanlagtirilmasa da Snemlidir. Bu amacg dorultusunda,

metotlarin bazil yapilanmalarinda, insanlastirilmis antikorlar,

ana ve insanlastirilmig sekanslarin ¢ boyutlu modelleri
kullanilarak ana sekanslarin ve cesitli kavramsal
insanlastirilmis Urinlerin incelenmesini igeren bir prosesle
hazirlanir. U¢ boyutlu imminoglobilin modelleri yaygin olarak
bulunabilir ve teknikte uzman kigiler tarafindan iyi bilinir.

Secilen aday immincoglobiilin sekanslarainin olasi ¢ boyutlu
konformasyonel vyapilarini &rneklendiren ve g&steren bilgisavar
programlar: mevcuttur. Bu gorintilerin incelenmesi,

kalintilarin, aday imminocglobiilin sekansinin fonksiyonundaki
olasi1 roliniin  incelenmesine, vani aday immiinoglobiilinin,

antijenine bagdlanma vetenedini etkileyen kalintilarin
incelenmesine olanak tanir. Bu sayede FR kalintilari alici ve
ithal sekanslardan seg¢ilebilir ve Dbirlesgstirilebilir, boylece
istenen antikor bzelligi, drnedin hedef antijene veya
antijenlere yénelik afinitenin artirilmasz saflanabilir.

Genellikle, asiri dedisken bolge kalintilara, antijen
badlanmasini dodrudan ve en OSnemli &lciide etkilemede rol oynar.
(1ii) Insan Antikorlari

Baz1i uygulamalara gbre antikor bir insan antikorudur.

Insanlastirmavya alternatif clarak insan antikorlari
olusturulabilir. Ornedin gintimizde, endojen imminoglobiilin
iretimi mevcut dedilken, bafisiklamanin ardindan insan

antikorlarinin tam bir repertuvarini {retebilen transgenik
hayvanlarin (érnegdin fareler) dretilmesi mumkindir. Ornedin
kimerik wve germ hatti mutant farelerde antikor adir =zincir
birlesme bdlgesinin (Jy) homozigot olarak silinmesi, endcjen
antikor Uretiminin tamamen inhibe olmasina neden olur. Insan
germ hatti immiinoglobilin gen diziliminin bu tir germ hatti

mutant farelere aktarilmasi antijen yilklemesinden sonra insan
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antikorlarinain Uretimiyle sonucg¢lanizr. Ayrica, Ornedin,
Jakobovits ve dierleri, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 920:25561
(1993),; Jakobovits ve diderleri, Nature 362:255-258 (1993);
Bruggermann ve diderleri, Year in Immuno. 7:33 (1993); wve US
Patent No. 5,591,669; 5,58%,369; wve 5,545,807 belgelerini
inceleyiniz.

Alternatif olarak, in vitro, badisiklanmamis donérlerin
immiinoglobiilin dedisken (V) domen gen repertuvarlarindan insan
antikorlarinin ve antikor fragmanlarinin Uretilmesi icin faj
sunum teknolojisi (McCafferty vd., Nature 348:552-553 (19%0))
kullanilabilir. Bu teknide gdre, antikor V domen genleri, bir
filamentéz bakteriyofajin, érnedin MI13 wvevya fd'nin bkir majdr
veya mindr kaplama polipeptit geninin icine ayni c¢ergevede
klonlanir wve faj parcacifinin vyizeyinde fonksivonel antikor
fragmanlar1i olarak sunulur. Filamentdz parcacik faj genomunun
tek iplikli bir DNZ kopyvasina igerdiginden, antikorun

fonksivonel &dzelliklerine dayali olarak yapilan secimler de bu

Hzellikleri gbsteren antikoru kodlavyan genin se¢imivyle
sonug¢lanir. Boylece 50z konusu faj, B hilcresinin bazi
Hzelliklerini taklit eder. Faj sunumu ¢esitli formatlarda

gerceklestirilebilmekte o¢lup, bunlarla 1ilgili inceleme ig¢in
bkz. drnedin Johnscn, Kevin S. and Chiswell, David J., Current
Opinion in Structural Biology 3:564-571 (1993). Faj sunumu
igin V-gen segmentlerinin g¢esitli kavnaklari kullanilabilir.
Clackson vd., Nature 352:624-628 (1691), bagisiklanmig
farelerin dalaklarindan tiiretilen V genlerinin kilgik bir
rastgele birlesimsel kiitliphanesinden alinan kapsamli bir anti-
oksazolon antikorlara dizilimini izole etmistir.
Bagigsiklanmamis insan dondrlerden alinan kir V genleri
repertuvari olusturulabilir ve temel olarak ve digerleri, J.
Mol. Biol. 222:581-597 (1991), or Griffith ve diderleri, EMBO
J. 12:725-734 (1993) tarafindan tarif edilen teknikler
izlenerek antijenlerin (6z antijenler dahil) kapsamli bir
dizilimine karsi antikorlar izole edilebilir. Bkz. ayrica US

Patent No 5,565,332 ve 5,573,905.
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aktiflestirilmis B hiicreleriyle de olusturulabilir (bakiniz US
Patent 5,567,610 ve 5,22%,275).

(iv) Antikor fragmanlari

Bazi1 vyapilanmalarda antikor bir antikor fragmanidir. Antikor
fragmanlarinin {iretimi i¢in g¢esitli teknikler gelistirilmistir.
Geleneksel olarak bu fragmanlar bozulmamis antikorlarin
proteolitik kesimi {izerinden tiiretilmistir (bkz, Srnedin,

Morimotc ve didgerleri., Journal of Biochemical and Biophvsical
Methods 24:107-117 (1992) and Brennan ve diderleri., Science
229:81  (1985)). Ancak bu fragmanlar gluniimiizde rekombinant
konakega hicreler tarafindan dodrudan Uretilebilmektedir.

Ornedin antikor fragmanlari yukarida ele alinan antikor faj

kiitiiphanelerinden izole edilebilir. Alternatif olarak, Fab'-SH
fragmanlari . coli'den dogrudan geri kazanilabilir ve
kimyasal olarak kenetlenerek F(ab'")> fragmanlari
olusturulabilir (Carter vd., Bio/Technology 10:163-167 (1992)).
Baska bir vyaklasima gbdre, F{ab'}z <fragmanlari, dogrudan,

rekombinant konak hilcre kUltirlUnden izole edilebilir. Antikor
fragmanlarinin Uretimine yénelik diger teknikler ilgili alanin
uzmanlarinca kilinmektedir. DiJer yapilanmalarda tercih edilen
antikor Dbir tek zincirli Fv fragmanidir (sckFv). Bkz. WO
93/16185; US Patent No. 5,571,894 wve US Patent No. 5,587,458.

Antikor fragmani ayrica &6rnedin US Patent 5,641,870 belgesinde

tarif edildigi tzere bir "dogrusal antikor"™ olabilir. Bu tir

dodrusal antikor fragmanlari, monospesifik wveya bispesifik

olabilir.
Bazi vapllanmalarda burada tarif edilen antikorlarain
fragmanlara saglanmaktadir. Baz1 yvapllanmalarda antikor

fragmani bir antijen baglayici fragmandir. Bazi yapilanmalarda
antijen badlayici fragman bir Fab fragmani, bir Fab' fragmani,
bir F(ab'): fragmani, bir scFv, bir Fv ve bir diakocrdan olusan
gruptan secilir.

(v) Bigpesifik antikecriar
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Bazi vapllanmalarda antikor bir bispesifik antikordur.
Bispesifik antikorlar, en az iki farkli epitop ig¢in badlanma
spesifikligine sahip antikorlardir. Ornek niteligindeki
bispesifik antikorlar iki farkla epitopa badlanabilir.
Alternatif olarak, bir bispesifik antikeor baglayici kol, bir
18kosit lUzerinde bir tetikleyici molekilile, &rnedin bir T hiicre
reseptdr molekilline (drnedin CDZ2 wveya CD3) veya &rnedin FoyRI
(CDcd), FcyRII (CD3Z2) we FoyRIII (CD16) gibi IgG'ye (FcvR)
yvénelik Fc reseptdrlerine baglanan bir kolla birlestirilebilir
ve béylece hicresel savunma mekanizmalari hucreye
odaklanabilir. Bisgpesifik antikorlar, tam uzunluklu antikorlar
veva antikor fragmanlari (brnedin F(ab'): bispesifik
antikorlari} olarak hazirlanabilir.

Bispesifik antikorlarin vyapimina vydnelik metotlar ilgili
teknikte bilinmektedir. Tam uzunluklu bispesifik antikorlarin
gelensksel {iretimi, iki  immiinoglobiilin agir zincir-hafif
zincir c¢iftinin birlikte ifadesine davali olup, burada bu iki
zincirin farkli spesifiklikleri bulunur (Millstein vd., Nature
305:537-539 (1983)) . Immiinoglobiilin agir ve hafif
zincirlerinin rastgele dizenlenmesinden dolayi, bu hibridomlar
(kuadromlar) 10 farkli antikor molekiiliiniin potansiyel bir
karisimini Uretir ve bunlardan yalnizca birisi dodru
bispesifik vapiyva sahiptir. Dodru molekiiliin saflastirilmasi
genellikle afinite kromatografisi adimlarivyla vapilmakta olup,
bu islem oldukgca zahmetlidir ve drin wverimleri duguktiar.
Benzer prosedirler WO 93/08829 wve Traunecker wvd., EMBO J.,
10:3655-3659 (1991) belgelerinde ag¢iklanmaktadir.

Farkli bir vyaklasima g&re, istenen badlanma sgspesifikliklerine
sahip antikor degisken domenleri (antikor-antijen birlesme
bdlgeleri), imminoglobiilin sabit domen sekanslarina
kaynastirilir. Bazi yapilanmalarda flizyon; mentese, CHZ wve CH3
bélgelerinin en azindan bir kismini igeren bir immincglobiilin
adir =zincir sabit domeniyle olur. Bazi yapilanmalarda hafif
zincirin baglanmasi ig¢in gerekli olan bélgeyi ig¢eren birinci

adir zincir sabit bélgesi (CH1) fizyonlardan en az birinde
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mevcuttur. Immiinoglobiilin adir =zincir flizyonlarinili ve arzu
edildigi takdirde immiinoglobltlin hafif =zincirini kodlayan
DNA'lar ayri ifade vektodrlerine vyerlestirilir wve uygun bir

konakg1l organizmanin ig¢ine birlikte transfekte edilir. Bu

durum, vapimda kullanilan esit olmayan oranlardaki ug
polipeptit zinciri optimum verimler sagladiginda,
yapllanmalardaki ag polipeptit fragmaninin oranlarinin

dedistirilmesi icin daha biiyilk esneklik sadlar. Ancak, en az
iki polipeptit zincirinin egsit coranlarda ifadesi vyiksek
verimlerle saglandiginda ya da oranlarin belirli bir onemi
olmadidinda, iki wveya 1li¢ polipeptit =zincirinin kodlavyica
sekanslarinin tek bir ifade vektdrine verlesgtirilmesi de
mumkindir.

Bu vaklasimin bazi vyapilanmalarinda bispesifik antikorlar, bir
kolda bir birinci badlanma spesifikligiyle bir hibrit
immiinogleobtilin  adir =zincirinden ve dider kolda bir hibrit
immiinoglobilin afir zincir-hafif zincir c¢iftinden (ikinci bir
baglanma spesifikligi saglar} olusur. Bu asimetrik vyapinin,
istenen bispesifik bilegidgin imminoglokilin zincir
kombinasyonlarindan ayrilmasini kolaylastirdidls bulunmustur;
cliinki bir imminoglobiilin hafif zincirinin, bispesifik
molekiilin yalnizca bir yarisinda bulunmasi kolay bir ayrilma
saflar. Bu vaklasim WO 94/04690 belgesinde aciklanmaktadir.
Bispesifik antikorlarin Uretimivle 1ilgili dzha fazla ayrinti
ic¢in bkz. O6rnedin, Suresh vd., Methods in Enzymology 121:210
(198¢) .

US Patent No. 5,731,168 belgesinde tarif edilen baska bir
vaklasima gdre, antikor molekiillerinin bkir c¢ifti arasindaki
arayiz, rekompinant hicre kiltlirtinden geri kazanilan
heterodimerlerin yizdesini en dst dizeye ¢ikaracak gekilde
degistirilebilir. Bazi vyapilanmalarda bu arayiiz, bir antikor
sabit domenine ait Cp3 domeninin en azindan bir kismini igerir.
Bu metotta, birinci antikor mclekiilinlin arayiizinden bkir vevya
daha fazla kiiciik amino asit vyan =zinciri daha biylik van

zincirlerle (8rnedin tirozin wveya triptofan) ikame edilir.
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Buylik van =zincirle (zincirlerle) &zdes wveya benzer

boyuttaki

telafi edici "bosluklar", ikinci antikor molekiliiniin arayiizi

dzerinde Dbiyilk amino asit vyan =zincirlerinin daha kiglk

olanlarla (drnedin alanin veya treonin) ikame edilmesi yoluyla

Uretilir. Boylece Theterodimerin, homodimerler gibi diger

istenmeyen son irinler iizerindeki wveriminin artirilmasi igin

bir mekanizma sadlanir.

Bispesifik antikorlar, capraz badli wveva Theterokonjiigat™

antikorlara icerir. Ornedin heterokonjugat

i¢indeki

antikorlardan birisi avidine, dideri biyotine kenetlenebilir.

Bu tiir antikorlarin, Ornedin badisiklik sistemi hiicrelerini

istenmeyen hilicrelere hedeflemek (US Patent No 4,676,980) wve

HIV enfeksiyonu tedavisinde kullanilmak lizere ileri

surulmustur (WO 91/003¢0, WO 92/200373 wve EP

03089) .

Heterokonjiigat antikorlar, uygun herhangi bir g¢apraz baglama

metoduna gdre hazirlanabilir. Uygun ¢apraz baglama
teknikte iyvi  bilinmektedir wve us Patent No
belgesinde birkag capraz baglama teknigiyle
aclklanmaktadir.

Antikor  fragmanlarindan |bispesifik antikorlarain

yonelik teknikler de literatirde tarif edilmistir.

ajanlari
4,676,980
birlikte

Uretimine

Ornedin

bispesifik antikorlar kimyasal badlama yoluyla hazirlanabilir.

Brennan ve diderleri, Science, 229: 81 (1985), Dbozulmamis

antikorlarin F(ab'):; fragmanlarini olusturmak Uzere proteolitik

olarak kesildidi bir prosedirti tarif etmektedir. Bu fragmanlar,

vakindaki ditiyollerin stabilize edilmesi ve molekilller arasi

distulfit olusumunun onlenmesi amaciyla, ortamda

ditiyol

koempleks olusturucu ajan sodyum arsenit mevecutken indirgenir.

Uretilen Fab' fragmanlari daha scnra tiyonitrobenzoat (TNB)

tirevlerine d&nistirilir. Fab'-TNB tlirevlerinden birisi daha

sonra merkaptoetilamin ile indirgeme vyoluyla vyeniden Fab'-

tiyele donUstlirtlir ve esmolar miktardaki dider

Fab'-TNB

tirevivle karistirilarak bispesifik antikor olusturulur.

Uretilen bispesifik antikorlar, enzimlerin

immobilizasyonu igin ajanlar olarak kullanilabilir.
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Bispesifik antikor fragmanlarinin dodrudan rekombinant hilcre
kiiltirinde Uretimi wve buradan izole edilmesine y&nelik cesitli
teknikler de tarif edilmistir. Ornedin bispesifik antikorlar
1lésin fermuarlar kullanilarak Uretilmistir. Kostelny ve
digerleri, J. Immunol. 148(5):1547-1553 (19%92). Fos wve Jun
proteinlerinden tiiretilen 1&sin fermuar peptitleri, iki farkl:
antikorun Fab' kisimlarina gen flzyonu yoluyla badlanmistir.
Antikor homodimerleri mentese bdlgesinde indirgenerek
monomerler olusturulmus ve ardindan veniden oksitlenerek
antikor  heterodimerleri olusturulmustur. Bu metot ayrica
antikor homodimerlerinin {iretimi dig¢in de kullanilabilir.
Hollinger ve dig., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448
(1893) belgesinde anlatilan “diyakor” teknclojisi, bispesifik
antikor fragmanlarinin firetimi 1ig¢in alternatif bir mekanizma
saglamistir. Fragmanlar, ayni zincir {zerinde iki domen
arasinda esglestirme yapmak 1ig¢in ¢ok kisa olan bir badglanti
molekiilldt dzerinden bir hafif zincir de§isken domenine (Vi)
bagl:s olan bir adir =zincir dedisken domenine (Vy} sahiptir.
Dolavisiyvla bir fragmanin Vg ve Vi domenleri, Dbaska bir
fragmanin tamamlayici Vi ve Vg domenleriyle egslesmeye zorlanir
ve Dbbdylece 1ki antijen bkadlanma bkélgesi olusturulur. Tek
zincirli Fv (sFv) dimerleri kullanilarak Dbispesifik antikor
fragmanlarinin yapimi igin baska bir strateji daha
bildirilmistir. Bkz. Gruber ve didgerleri, J. Immunol. 152:5368
(1994) .

Ikiden fazla dederlide sahip antikorlar distnilmistiir. Ornedin
trispesifik antikorlar hazirlanabilir. Tutt wve diderleri, J.
Immunol. 147: 60 (1891).

(v} (ok Dederliikli Antikorliar

Baz1i vyapilanmalarda antikorlar g¢ok deferlikli (multivalan)
antikorlardar. Cok dederlikli  bir antikor, antikorlarain
baglandigdir bir antijeni ifade eden bir hilicre tarafindan bkir
iki dederlikli antikordan daha hizli bir sekilde &zlUmsenir
(ve/veva katabolize edilir). Burada saglanan antikorlar {g¢

veya daha fazla antijen badlayici bdlgeyve sahip olan (Srnedin
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tetravalan/dért dederlikli) ¢ok dederlikli antikorlar (IgM
sinifindan farklidair) olabilir ve antikorun polipeptit
zincirlerini kodlayan niikleik asidin rekombinant ifadesiyle
kolaylikla Uretilebilir. Cok deferlikli antikor bir
dimerizasyon domeni ve UuU¢ veya daha fazla antijen badlanma
bélgesi igerebilir, Tercih edilen dimerizasyon domeni hir Fo
bBélgesi veya bir mentese bdlgesi icgerir (veya bundan olusur).
Bu senaryoda antikor bkir Fc Db&lgesi ve Fc Dbdlgesi amino
terminalinde {lg¢ veya daha fazla antijen baglanma bolgesi
igerir. Tercih edilen g¢ok deferlikli antiker burada ¢ ila
yaklasik sekiz; ancak tercihen d&rt fane antijen badglanma
bBdélgesi icerir (veya bunlardan olusur). Cok dederlikli antikor
en az bir polipeptit =zinciri (ve tercihen iki polipeptit
zinciri) igermekte olup, burada polipeptit zinciri/zincirleri
iki veya daha fazla dedisken domen icerir. Ornedin polipeptit
zinciri/zincirleri VDI-(X1)n-VD2-(X2) n-F¢ icerebilir, burada
VDl bir birinci deisken domendir, VD2 bkir ikinci dedisken
domendir, Fc bir Fc bdlgesinin bir polipeptit zinciridir, ¥1
ve X2 bir amino asidi vevya polipeptidi temsil eder ve n ise 0
veya 1 deJerini alir. Ornedin polipeptit zinciri/zincirleri
asagidakileri igerebilir: VH-CHl-esnek badlanti molekiilil-VI-
CH1-Fc bélge zinciri veya VH-CH1-VH-CHl1-Fc Dbdlge =zinciri.
Buradzki c¢cok dederlikli antikor tercihen en az iki (ve
tercihen dort) hafif =zincir defisken pelipeptidi icgerir.
Buradaki c¢ok degerlikli antikor, ©6rnedin vyaklasik 1iki 1ila
yaklasik sekiz adet hafif zincir dedisken domen polipeptidi
igerebilir. Burada disltnilen hafif =zincir dedisken domen
polipeptitleri bkir hafif zincir dedisken domeni icerir wve
istede badli colarak avrica bir CL domeni icgerir.

Baz1i vyapilanmalarda antikor bir multispesifik antikordur.
Multispesifik antikorlarin Srnekleri arasinda, bunlarla
sinirli olmamak kaydiyla, bir agir zincir degisken domeni (Vy)
ve Dbilr hafif zincir dedisken domeni (Vi) 1icgeren ve ViVy
biriminin poliepitopik spesifiklide sahip oldudu bir antikor,

iki veya daha fazla V. ve Vi domenine sahip olan ve her bir VgVi
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biriminin farklai bir epitopa baglandidi antikeorlar, 1iki veya
daha fazla tek dediskenli domene sahip olan ve her bir tek
dediskenli domenin farkli bir epitopa badlandidi antikorlar,
tam uzunluklu antikorlar, Fab, Fv, dsFv, scFv gibi antikor
fragmanlari, dizkorlar, Dbispesifik diakorlar, triakorlar, {g¢
fonksiyonlu antikorlar ve kovalent olarak veya kovalent
olmayan bigimde Dbadlanmis olan antikor fragmanlari bulunur.
Antikorun poliepitopik spesifiklide sahip oldudu bazi
vaplilanmalarda, poliepitopik spesifiklik 6rnedin avni veya
farkl: hedefte/hedeflerde iki veya daha fazla farkli epitopa
spesifik olarak badlanma becerisini belirtir, Raz1i
vapilanmalarda antikorlar monospesifiktir, ©Ornedin vyalnizca
tek bir epitopu badlavan bir antikordur. Bir uygulamava gdre,
multispesifik antikor, her bir epitopa 5 pM ila 0,001 pM, 3 uM
ila 0,001 pM, 1 uM ila 0,001 pM, 0,5 uM ila 0,001 pM wvevya 0,1
M ila 0,001 pM'lik bir afinite dile Dbadlanan bir IgG
antikorudur.

(vi) DiJer Antikor Modifikasyonlari

Burada sadlanan antikorun efektdr fonksiyona gbre modifiye
edilmesi ve boylece drnedin antikorun antijene badimli hiicre
aracili sitotoksisitesinin (ADCC) ve/veya komplemana badimli
gitotoksisitesinin (CDC) guclendirilmesi istenebilir. Bu,
antikorun bir Fc bdlgesine bir wveya daha fazla amino asit
ornatiminin sunulmasivyla elde edilebilir. Alternatif veya ek
olarak, sistein kalintisi wveya kalintilari, Fc Dbdlgesine
sunulabilir wve bdylece Dbu bhdlgede zincirler arasi disilfit
bag1i olusumuna c¢lanak tanir. Bu sekilde lretilen homodimerik
antikor, gelismis internalizasyon vetenedine ve/veya
arttirilmis kompleman aracili hiicre ©&ldlirmeve ve antikora
bagimli  hiicresel sitotoksisiteye {ADCC) sahip olabilir.
Bakiniz Caron ve diderleri, J. Exp Med. 176:1191-1195 (1992)
ve Shopes, B. J., Immunocl. 148:2918-2922 (1992).
Giuclendirilmis anti-timdr aktiviteye sahip homodimerik
antikorlar da Wolff ve diderleri, Cancer Research 53:2560-2565

(1993) belgesinde tarif edildigi 1lzere heterobifonksiyonel
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capraz badlanta mclekiilleri kullanilarak hazirlanabilir.
Alternatif olarak, 1ki Fc bbélgesi olan ve b&ylece muhtemelen
gelismis kompleman aracili liziz ve ADCC 6zellikleri olabilen
bir antikor tasarlanabilir., Bkz. Stevenson vd., Anti-Cancer
Drug Design 3:215%-230 (1989).

Antikorun serum yari OSmriiniin arttirilmasi i¢in, antikorda US
2006/0067930 belgesinde tarif edilen sgekilde degisiklikler
vapllabilir.

(B) Polipeptit Varyantlari ve Modifikasyonlari

Antikorlar dahil olmak {zere polipeptitlerin burada tarif
edilen amino asit sekansi  medifikasyonu/modifikasvyonlara,
burada tarif edilen polipeptitlerin (6rnedin antikerlar)
saflastirilma metotlarinda kullanilabilir.

(i) Varvant Polipeptitlier

"Polipeptit wvaryanti™ terimi, burada tanimlanan sekilde,
polipeptidin bkir tam uzunluklu natif sekansivyla, sinyal
peptidi eksik olan bir polipeptit sekansivla, bir polipeptidin
bir  hiicre disi domeniyle, sinyal peptitli wveya sinyal
peptitsiz olarak en az vaklasik %80 amino asit sekans:
Hzdesligine sahip olan bir polipeptit anlamina gelir. Bu tir
polipeptit wvaryantlari arasinda, &rnedin bir veya daha fazla
amino asit kalintisinin, tam uzunluklu natif amino asit
sekansinin N wveya C ucunda eklenmis veya silinmis oldudu
polipeptitler bulunur. Normalde, bir TAT polipeptit varvanta,
bir peclipeptidin bir tam uzunluklu natif sekansiyla, sinyal
peptidi eksik olan kir polipeptit sekansiyla, bir polipeptidin
bir  hicre disi domeniyle, sinyal peptitli wveya sinyal
peptitsiz olarak en az vaklasik %80 zamino asit sekansi
bdzdesligine, alternatif olarak en az
yvaklasik %85, %90, %95, %96, %97, %98 veya %99'dan herhangi
biri kadar amino asit sekansi Ozdesligine sahip olacaktair.
Istege bagli olarak, varyant polipeptitler, natif polipeptit
sekansiyla karsilastirildiginda bir taneden fazla konzervatif
amino asit ornatimina sahip olmayacak olup, alternatif olarak,

natif polipeptit sekansiyla karsilastirildiginda 2, 3, 4, 5, 6,
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7, 8, 9 wveya 10'dan herhangi birinden fazla konzervatif amino
asit ornatimina sahip olmayacaktir.

Varyant polipeptit N ucundan veya C ucundan budanabilir ya da
drnedin bir tam uzunluklu natif polipeptitle
karsilastirildiginda dahili kalintilara eksik olabilir,.
Belirli varyant polipeptitlerde, istenen bir biyvolojik
aktivite i1g¢in esansiyel olmayan amino asit kalintilara
bulunmayabilir. Budamalara, gilinmelere ve verlestirmelere
sahip bu varyant polipeptitler, birtakim konvansiyonel
tekniklerden herhangi biriyle hazirlanabilir, Istenen wvaryant
polipeptitler kimyasal olarak sentezlenebilir. Baska bir uygun
teknik, istenen bir wvarvant polipeptidi kodlayvan bir nikleik
asit fragmaninin, polimeraz =zincir tepkimesi (PCR} 1ile izole
edilip amplifive edilmesini icerir. Nikleik asit fragmaninin
istenen ug¢larini tanimlayan c¢ligonikleotitler PCR'de 5' ve 3!
primerlerde kullanilair, Tercihen, varyant polipeptitler,
burada aciklanan natif polipeptitle en az bir bivolojik
ve/veya imminolojik aktivite paylasir.

Amino asit sekans eklemeleri, uzunlugu bir kalinti 1ila vyuz
veya daha fazla kalinti igeren polipeptitler arasinda dedisen
amino ve/veya karboksil terminal flizyonlari ve ayni zamanda
bir veya daha fazla amino asit kalintisinin sekans ici
verlestirmelerini kapsar. Terminal verlestirmelerin &rnekleri,
bir N terminal metiyonil kalintisina sahip bkir antikor veva
bir sitotoksik polipeptide kaynasmigs antikoru igerir. Antikor
molekiiliniin dider vyerlestirme wvaryantlari, antikorun N veya C
ucunun, antikorun serumdaki vari &mrinii artiran bir enzime
veya polipeptide kaynastirilmasini icerir.

Ornedin pelipeptidin badlanma afinitesinin ve/veya diger
biyelojik dzelliklerinin gelistirilmesi istenebilir.
Polipeptidin amino asit sekansi wvaryantlari, antikor nikleik
asidinin ig¢ine uygun nikleotit dedisikliklerinin sunulmasiyla
veya peptit sentezliyle hazirlanabilir. Bu gibi modifikasyonlar
arasinda, &rnedin polipeptidin amino asit sekanslari iginde

kalintilardan silinme ve/veya kalintilara yerlestirme ve/veya
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ornatim vaplilmasi bulunur. Silme, yverlestirme ve ornatma
islemlerinin herhangi bir kombinasyonu yapilarak nihai
konstrakta wulasilir, ancak burada nihai konstraktin istenen
dzelliklere sahip olmasi kogsulu aranir. Amino asit
degigiklikleri ayrica bir polipeptidin (drnegin antikorun)
translasyon sonrasi proseslerini de dedistirebilmekte olup,
Srnedin glikozilasyon bélgelerinin sayisini veya pozlsyonunu
dedistirebilir.

Istenen aktiviteyi olumsuz bicimde etkilemeden hangi amino
asit kalintisinin yerlestirilebilecedi, ornatilabilecedi veya
silinebilecedinin belirlenmesi ig¢in kilavuzluk, polipeptidin
sekansinin, bilinen homolog polipeptit molekillleriyle
karsilastirilmasi ve vyiksek homoleji olan bélgelerde amino
asit sekansi degisikliklerinin sayisinin en aza indirilmesiyle
saglanabilir,

Folipeptidin (&rnedin antikorun) mutagenez 1ig¢in tercih edilen
konumlari olan belirli kalintilarainin veya bdlgelerinin
tanimlanmasina ydnelik kullanisli bir metot, Cunningham and
Wells, Science 244:1081-1085 (1989) adli belgede tarif edilen
sekilde "alanin tarama mutagenezi" olarak adlandirilir. Burada
bir kalinti wveya hedef kalintilarin bhir grubu belirlenir
(6rnedin arg, asp, his, lys wve glu gibi yiikltd kalintilar) ve
bunlar nétr veva negatif vyikld bir amino asitle (en cok tercih
edildidi halivyle alanin veya polialanin) ikame edilerek amino
asitlerin antijenle etkilesimi deistirilir. Ornatimlara
fonksiyonel duyarlilik gdsteren bu aminc asit konumlari daha
sonra ornatim bélgelerinde ya da ornatim bdlgeleri igin daha
fazla vevya baska varvantlarin sunulmasi ic¢in islenir. Bévlece,
Pir amino asit sekansi varyasyonunun sunulmasi ig¢in bélge
belirlenirken, tek basina mutasyonun yaplsinin onceden
belirlenmesine gerek olmaz. Ornedin bir mutasyenun belirli bir
kélgedeki performansini dederlendirmek 1ig¢in, hedef kodon veya
bdlgede ala taramasi veya rastgele mutagenez gercgeklestirilir
ve ifade edilen antikor varyvantlari istenen aktivite

bakimindan taranir.
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Baska bir wvaryant tipi de bir amino asit c¢rnatim varvantidir.
Bu wvaryantlarin antikor molekiiliinde, farkli bir kalinti 1ile
ikame edilmis en az bir amino asit kalintisi bulunur.
Ornatimsal mutagenez icin en cok ilgi ¢eken bélgeler arasinda
asiri defisken bdlgeler Dbulunur; ancak FR alterasyonlari da
ele alinmistir. Konzervatif ornatimlar asadidaki Table 2'de
"tercih edilen ornatimlar" baslidi altinda gdsterilir. Bu tir
ornatimlarin bivolejik aktivitede bir defisiklide vyol acmasi
durumunda, Tablo 2'de "drnek nitelidindeki ornatimlar" olarak
adlandirilan veya amino asit siniflarina referansta
bulunularak asadida daha ayrintili olarak tarif edilen daha

fazla belirgin dedigiklik sunulabilir ve iriinler taranir.

Tablo 2.

OCrijinal Ornek Niteligindeki|Tercih Edilen

Kalinta Ornatimlar Ornatimlar

Ala (A) Val; Leu; Ile Val

Arg (R) Lys:; Gln; Asn Lys

Asn (N) Gln; His; Asp, Lys; Arg Gln

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

Gln (O} Asn; Glu Asn

Glu (E) Zsp; Gln Asp

Gly (G) Ala Ala

His (H) RAsn; Gln; Lys; Arg Arg
Leu; Val; Met; Ala; Phe;

Ile (I} Leu
Norldsin
Norlésin; Ile; Val; Met;

Leu (L) Tle
Ala; Phe

Lys (K} Arg; Gln; Asn Arg

Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Trp; Leu; Val; TIle; Ala;

Phe (F) Tyr
Tyr
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Pro (P) Ala Ala

Ser (8) Thr Thr

Thr (T) Val; Ser Ser

Tre (W) Tyr; Phe Tyr

Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Ile; Leu; Met; Phe; Ala;

Val (V) Leu
Norldsin

Polipeptidin bivolojik &zelliklerinde Onemli modifikasyonlar,
(a) ornatim alanindaki polipeptit omurga yapisinin Srnedin bir
yvaprak veya sarmal konformasyonunda muhafza edilmesi, (k)
hedef bdélgedeki molekilin yikinin veya hidrofebiklidinin
muhafaza edilmesi veva (c) van zincirin biylikliginin muhafaza

edilmesi Uzerindeki etkileri oSnemli dlciide dedisiklik gdsteren

ornatimlarin segilmesiyle sadlanir. Amino asitler yan
zincirlerinin dzelliklerindeki benzerliklere gbre
gruplandirilabilir (A. L. Lehninger, Biochemistry, 1kinci

baski, ss. 73-75, Worth Publishers, New York (1975)):
(1) polar olmayan: Ala (&), Vval (V), Leu (L), Ile (I), Pro
(P), Phe (F), Trp (W), Met (M)
(2) yuksuz polar: Gly (G), Ser (3), Thr (T), Cys (C), Tyr (Y),
Asn (N), Gln (Q)
(3) asidik: Asp (D), Glu (E)
(4) bazik: Lys (K), Arg (R}, His(H)
Alternatif olarak, dodal voldan meydana gelen kalintilar,
bilinen van zincir ¢&ézelliklerine davali olarak gruplara
ayrilabilir:
(1) hidrofobik: Norlésin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
{2) nétr hidrofilik: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;
(3) asidik: Asp, Glu;
(4) bazik: His, Lys, Arg;
(3) zincir yénelimini etkileyen kalintilar: Gly, PFro;
(0) aromatik: Trp, Tyr, Phe.
Konservatif olmayan ornatmalar, bu siniflardan birinin bir

elemaninin, baska bir sinifla dedistirilmesini sadlar.
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Antikorun uygun konformasyonunun korunmasinda rol oynamayan
herhangi bir sistein kalintisi da, molekiiliin oksidatif
stabilitesini gelistirmek ve anormal c¢apraz badlanmayi Onlemek
lizere genel olarak serinle ornatilabilir. Bunun tersine,
polipeptidin stakilitesini arttirmak ig¢in polipeptide sistein
bag:r wveya badlari eklenebilir (&zellikle antikor bir Fv
fragmani gibi bir antikor fragmani oldudunda).

Ozellikle tercih edilen bir ornatimsal varvant tipi, bkir ana
antikorun (drnegin bir insanlastirilmis antikor) bir veva daha
fazla asir1 defisken bodlge kalintisinin ornatimini igerir.
Genellikle, daha farla geligtirilmek lizere gegilen elde edilen
varyant veya varvantlar, {Uretildikleri ana antikera gbre
gelismis biyolojik &zelliklere sahip clur. Bu gibi ornatimsal
varyantlarin dretilmesi i¢in uygun vyollardan birisi, faj
sunumu yoluyla afinite olgunlastirmay1r igerir., Ozetle, her
b&lgede tim olasi amino ornatimlarini iiretmek ig¢in ¢ok sayida
agsiri dedisken bélge alanlari (drnedin 6-7 alan) mutasycna
ugratilir. Bu sekilde iiretilen antikor varyantlari, filamentdz
faj parcaciklarindan, her bir parcacidin 1ig¢ine paketlenen
M13'in gen III {Urlnine fiuzyonlar olarak tek dederlikli bir
bi¢imde sunulur. Fajlarda sunulan varyantlar daha scnra,
burada ac¢iklanan sekilde biyolojik aktiviteleri (Srnedin
baglanma afinitesi) bakimindan taranir. Modifikasvyon ig¢in aday
azziri dedisken bdlge alanlarinin tanimlanmasi 1ig¢in, antijen
baglanmasina belirgin &lclide katkida bulunan agsiri dedisken
bélge kalintilarinin tanimlanmasi amacliyla alanin tarama
mutagenezi gercgeklestirilebilir. Alternatif wveya ek olarak,
antikor wve hedefi arasindaki temas noktalarinin tanimlanmasi
ic¢cin, antijen-antikor kompleksinin Dbir kristal yaplsinl
incelemek yararli olabilir. Bu gibi temas kalintilari ve komsu
kalintilar, burada ayrintilari verilen tekniklere gdre ornatim
igin adaydirlar. Béylesi  varyantlar  lUretildikten sonra,
varyant grubu burada tarif edilen sekilde taramaya tabi

tutulur wve bir veya daha fazla ilgili deneyde Ustiin &zellide
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sahip olan antikorlar daha fazla gelistirilmek lzere
secilebilir.

Polipeptidin baska bir amino asit waryant tipi, antikcrun
orijinal glikozilasyon desenini dedistirir. Polipeptit amino
asit olmayan parcalar icerebilir. Ornedin polipeptit glikozile
edilebilir. Bu tiir bir glikozilasyon, polipeptidin konakgi
hiicre wveya konakci organizmada ifadesi sirasinda dodal olarak
meydana gelebilir veyva ingan mildahalesinden kaynaklanan
planlanmis bir modifikasyon olabilir. Degistirme ile
anlatilmak istenen, polipeptitte bulunan bir veya daha fazla
karbohidrat parcasinin silinmesi ve/veya polipeptitte
bPulunmayvan bir wveyva daha fazla glikozilasyon bélgesinin
eklenmesidir.

Polipeptidin glikozilasyonu tipik olarak N-bagli wveya O-
baglidar. N-bagli ifadesi, karbohidrat parcasinin, bir
asparagin kalintisinin yan zincirine badlanmasi anlamina gelir.
Icerisinde X'in prolin haricinde herhangi bir amino asit
oldudu asparajin-X-serin wve asparajin-X-treonin tripeptit
sekanslari, karbohidrat parg¢asinin asparajin van zincirine
enzimatik baglanmasi 1¢in tanima sekanslaridir. Dolayisiyla bu
tripeptit sekanslarinin herhangi birinin bir polipeptitte
mevcut olmasi bir potansiyel glikosilasyon pozisyonu {retir.
C-kaglili glikozilasyon ifadesi, N-asetilgalaktozamin, galaktoz
veya ksiloz sekerlerinden birinin bir hidroksiaminc asidine wve
en vyaygin haliyle serin veya treonine baglanmasini belirtir;
ancak burada 5-hidroksiprolin veya 5-hidroksilizin de
kullanilabilir.

Poclipeptide glikozilasyon bdlgelerinin eklenmesi, amino asit
sekansinin, vukarida tarif edilen tripeptit sekanslarindan bir
veya daha fazlasini ic¢erecek sekilde dedistirilmesiyle (N-
bagla glikozilasyon bélgeleri igin) uygun sekilde
gerceklestirilebilir. Dedistirme (alterasyon) ayrica, orijinal
antikor sekansina bir veya daha fazla serin veya treonin
kalintisinin eklenmesiyle va da ornatilmasiyla yapilabilir (O-

bagli glikozilasyon bdélgeleri igin).
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Polipeptit lzerinde bulunan karbohidrat parcalarinin
uzaklasgstirilmasi kimyasal olarak veya enzimatik olarak veya
glikozilasyon igin hedef g&revi gbdren amino asit kalintilarina
kodlayan kodonlarin mutasyonal olarak ornatimiyla sadlanabilir.
Polipeptitlerin 1iuzerindeki karbohidrat pargalarinin enzimatik
kesimi, c¢esitli endo- wve ekzo-glikozidazlarin kullanimiyla
sadlanabilir.

Diger modifikasyenlar arasinda glutaminil wve asparaginil
kalintilarinin sirasivla karsilik gelen glutamil ve aspartil
kalintilarina deamidasyonu, prolin ve lizinin hidroksilasyocnu,
seril veya  treonil kalintilarinin  hidroksil gruplarinin
tosforilasyonu, lizin, arginin ve histidin van zincirlerinin
¥—amino gruplarinin metilasyonu, N-terminal aminin
asetilasyonu ve C-terminal karboksil grubunun amidasyonu
bulunur.

(ii) Kimerik Polipeptitler

Burada tarif edilen polipeptit, baska bir heterolog
polipeptide vevya amino asit sekansinszs kaynasmis olan
polipeptidi iceren kimerik molekilller olusturacak gekilde
modifiye edilebilir. Bazi vyapilanmalarda, bir kimerik molekil,
polipeptidin, kir anti-etiket antikoruna bir epitopun seg¢ici
olarak baglanmasini saglayan bir etiket polipeptidiyle
flizyonunu igerir. Epitop etiketi genellikle polipeptidin amino
veya karboksil ucuna vyerlesgtirilir. Polipeptidin bu tir epitop
etiketli bicimlerinin bulunmasi, etiket polipeptidine karsi
bir antikor kullanilarak saptanabilir. Ayrica, epitop
etiketinin saglanmasi, pclipeptidin, bir anti-etiket antikoru
veya epltop etiketine badlanan baska bir tirde afinite matrisi
kullanilarak afinite saflastirmasi ile kolaylikla
saflastirilmasini sadlar.

Alternatif bir yapilanmada, kimerik molekiil, polipeptidin, bir
imminoglechbilin veya bir imminoglchilinin belirli bir
bdlgesivle bir flzyonunu Iigerebilir. Kimerik molekilin iki

dederlikli bir formuna "immiincadezin" adi verilir,
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Burada kullanildidai sekliyle, "immlnoadezin" terimi, heterclog
bir polipeptidin badlanma spesifiklidini, imminoglobiilin sabit
domenlerinin efektdr fonksiyonlariyla birlestiren antiker
benzeri molekiilleri isaret eder. Yapisal olarak,
imminoadezinler, bir antikorun antijen tanima ve badlanma
bélgesinden farkli clan (baska bir ifadeyle, "heterolog" clan)
istenen baglanma spesifikliine sahip bir amino asit sekansa
ile bir immiinoglobiilin sabit domen sekansinin bkir flizyvonunu
icerir. Bir imminoadezin moclekiilliinln adezin kismi tipik olarak,
bhir reseptdr veya bir ligandin en azindan baglama bdlgesini
igceren bir lbitisik amino asit sekansidir. Tmmiincadezin
icindeki immiinoglobliilin sabit domen sekansi herhangi bir
immiinogloblilinden, &rnedin IgG-1, IgG-2, IgG-3 veya IgG-4 alt
tipleri, IgA (&rnedin IgA-1 ve IgA-2), IgEkE, IgD veya IgM'den
elde edilebilir.

Tg flizyonlari tercihen bir polipeptidin g¢é&ziintir (transmembran
domeni silinmis veya etkisizlestirilmis) bir biciminin, bir Ig
molekiild igindeki en az bir degisken bolge yerine
ornatilmasinl icerir. Ozellikle tercih edilen bir uvygulamada,
imminogleobtilin fizyonu, bir IgGl molekiiliniin mentese, CHz ve
CH: veya mentese, CHi, CH: ve CH: bélgelerini igerir.

(1ii) Polipeptit Konjugatlari

Polipeptit formilasyonlarinda kullanilmaya yénelik polipeptit
bir sitcotoksik ajan, ornedin bir kemoterapdtik ajan, bir
biiylime inhibe edici ajan, bir toksin (drnedin bakteri, mantar,
bitki wveya hayvan koékenli bir enzimatik c¢larak aktif toksin
veya bunlarin fragmanlarzi) va da bir radycaktif izotop
(rnedin bir radyokonijigat) ile konijlige edilebilir.

Bu tir konjlgatlarin itUretiminde kullanisli olan kemcterapdtik
ajanlar kullanilabilir. Ayrica, enzimatik olarak aktif
toksinler ve bunlarin kullanilabilecek olan fragmanlara
arasinda difteri A zinciri, difteri toksininin badlayici
olmayan aktif fragmanlari, ekzotoksin A zinciri (Pseudomonas
aeruginosa'dan), risin A zinciri, abrin A zingciri, modeccin A

zinciri, alfa-sarsin, Aleurites fordii proteinleri, Phytclaca

74



10

15

20

25

30

35

americana proteinleri (PAFPI, PAPII ve PAP-3), momordica
charantia (balsam armudu) inhibitdri, kursin, krotin,
sapaonaria officinalis {sabun otu) inhibitéri, gelonin,
mitogellin, restriktosin, fenomisin, enomisin ve trikotesenler
bulunur. Radyo-konjlige polipeptitlerin dretimi ig¢in g¢esitli
radyoniiklitler mevcuttur. Bunlarin &rnekleri arasinda <12Ri,
1317, 131In, %% we 18%Re bulunur. Polipeptit ve sitotoksik ajan
kenjligatlara, cesitli bifonksivonel protein kenetlevici
ajanlar kullanilarak vaplrlmaktsa olup, bunlarin arasinda
drnedin  N-siksinimidil-3-{2-piridiltiyol} propiyonat (SPDP},
iminotivoloan (IT), bifonksiyonel imidcester tirevleri
(érnedin dimetil adipimidat HC1l), aktif esterler (Grnedin

disiiksinimidil suberat), aldehitler (&rnedin glutaraldehity,

bis-azido bilesikler (drnedin bis {(p—azidobenzoil)
hekzandiamin), bis-diazonyum tlirevlieri (OGrnedin bis-(p-
diazonyumbenzoil)-etilendiamin), diizosiyanatlar (6rnedin
tolien 2,6-diizosiyanat) ve bis-aktif flor bilegsikleri

(drnegin 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen) bulunur. @rne@in bir
risin imminctoksini, Vitetta wvd., Science, 238:1098 (1987)
adll belgede tarif edilen sekilde hazirlanabilir. Karbon-14
igzaretli l-isotiyosiyanatobenzil-3-metildietilen
triaminpentaasetik asit (MX-DTPA} Dbilesidi, radyoniklectidin
antikora konjligasyonu icin drnek niteligindeki bir selatlavyica
zjandir.

Bir polipeptit ve bir veya daha fazla kigik melekiillii toksinin,
drnedin bir kalikeamisin, maytansinoidler, bir trikoten ve
CCl065'in ve bu toksinlerin toksin aktivitesi olan
tirevlerinin konjiigatlari da burada ele alinmaktadir.
Maytansinoldler, tibillin pcolimerizasyonunu inhibe ederek etki
gdsteren mitototik inhibitdrlerdir. Maytansin ilk olarak dogdu
Afrika fundasi Maytenus serrata'dan i1zole edilmistir Ardindan,
belirli mikroplarin da maytansinoidleri, &rnedin maytansincl
ve (-3 maytansinol esterleri 1Urettidi bulunmustur. Sentetik
maytansiyol ve bunlarin tiirevleri ve analoglari da ayrica

disiintilmiigtiir. Teknikte polipeptit-maytansinoid
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konjlugatlarinin yapimina vydnelik bilinen ¢ok savyida baglavyici
grup bulunmakta olup, bunlar ©&rnedin US Pat. No. 5,208,020
belgesinde tarif edilmektedir. Baglayici gruplar arasinda,
yukarida belirtilen patentlerde aciklandigdi lUzere distulfit
gruplzara, fTiyoeter gruplari, aside dayaniksiz gruplar, 1s1dga
dayaniksiz gruplar, peptidaza dayaniksiz gruplar veya esteraza
dayaniksiz gruplar bulunmakta olup, burada distlfit wve
tiyeceter gruplari tercih edilir.

Badlayici, bagin tirine badli olarak maytansinoid molekiline
ceslitli pozisyonlarda baglanabilir. Ornedin, bhir ester bagi,
konvansiyonel kenetlenme teknikleri kullanilarak bir hidroksil
grubuyla tepkime voluyla olugsturulabilir. Reaksiyon bir
hidroksil grubuna sahip olan C-3 pozisyonunda, hidroksimetil
ile modifiye edilmis olan C-14 pozisyonunda, bir hidroksil
grubu ile modifiye edilmis c¢lan C-15 pozisyonunda ve bir
hidroksil grubu ile modifiye edilmis olan C-20 pozisyonunda
gerceklesebilir. Tercih edilen Dbir uygulamada, badlanta
maytansiyol vya da bir maytansiyol analogunun C-3 pozisyonunda
olusturulur.

Baska bir ilgili konjigat, bir wveya daha fazla kalikeamisin
molekiiliine konjuge edilen bir polipeptit igerir. Kalikeamisin
antibiyotik ailesi, pikomolar alti konsantrasyonlarda g¢ift
sarmal DNA kirilmalari {lretebilme kapasitesine sghiptir.
Kalikeamisin ailesinin konjlgatlarinin hazirlanisi igin bkz.
drnedin U.S. Pat. No. 5,712,374. Kullanilabilecek olan vyapisal
kalikeamisin analecglari arasinda, Dbunlarla sinirli olmamak
kaydiyla, vif, o2f, o3f, N-asetil-yif, PSAG ve &1 Dbulunur.
Antikorun konjlige edilebilecedil diger anti-timér ilaci QFA
olup, bu bir antifolattir. Hem kalikeamisin hem de QFA hilcre
i¢i etki bélgesine sahiptir wve plazma membrani kolaylikla
gegmez. Bu nedenle, bu ajanlarin polipeptit (drnedin antikor)
aracili internalizasyon vasitasiyla hlcresel alimi, bunlarin
sitotoksik etkilerini biylik cranda arttirir.

Burada tarif edilen ©polipeptitlere konjlige edilen difer

antitimér ajanlari arasinda, toplu clarak LL-E33288 kompleksi
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olarak bilinen ajanlarin ailesi olan BCNU, streptozosin,
vinkristin wve b-florourasil ve ayni zamanda esperamisinler
bFulunur.

Bazi vyapilanmalarda, polipeptit, bir polipeptit wve nlkleolitik
aktiviteli bir bilegik arasinda bir konjigat olabilir (drnedin
bir riboniikleaz veya bir DNA endoniikleaz, trnedin  bir
decksiribonikleaz; DNaz).

Daha baska bir vapilanmada, polipeptid (drnedin, antikor), bir
"reseptdre" (6rnedin streptavidin)}, timdér on hedeflemede
kullanim idg¢in konjige edilebilmekte olup, burada, antikor-
reseptdér konjiigati bireye uygulanir ve ardindan bir temizleme
ajanit kullanilarak baglanmayan konijlgat dolasimdan
uzaklastirilir ve daha sonra bir sitotoksik ajana (Srnedin bir
radyonikleotid) konjuge olan bir "ligand" (dérnedin avidin)
uygulanir,

Baz1 uygulamalarda, polipeptid, bir on ilaci (drnedin bir
peptidil kemoterapdtik ajan) bir aktif anti-kanser ilacina
déniistiiren bir on ilag aktiflestirici enzime konjiige
edilebilir. Imminokeonjtigatin enzim Dbileseni, bir &6n ilacg
Uzerinde, bunu daha aktif, sitotcoksik bicimine dénistiirecek
sekilde etki gdsterebilme yetenedine sahip olan herhangi bir
enzimi icerir.

Kullanisli clan enzimlerin arasinda, bunlarla sinirli olmamak
kaydivla, fosfat iceren on ilaglarain serbest ilacglara
déntusturtilmesinde kullanisli olan alkalin fosfataz; sulfat
igeren on ilaclarin serbest ilaclara donlistiriilmesinde
kullanisli olan arilsilfataz; toksik clmayan 5-florositozinin
anti-kanser ilaci olan 5-florourasile dénlistirilmesinde
kullanisli olan sitozin deaminaz; peptit 1¢eren on ilaglaran
serbest 1lag¢lara déonistiirilmesinde kullanisli olan proteazlar,
Srnedin serratia proteaz, termolisin, subtilisin,
karboksipeptidazlar ve katepsinler (6rnedin katepsin B ve L);
D-amino asit ornatiklari igeren én ilacglarin donistirilmesinde
kullanisli olan D-alanilkarboksipeptidazlar; glikozile edilmisg

6n 1laclarin serbest ilacglara ddnistirtilmesinde kullanisla
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olan karbohidrat kesim enzimleri, ©&rnedin p-galaktosidaz ve
néraminidaz; B-laktamlarla tiiretilen ilaglarain serbest
ilaclara déniistliiriilmesinde kullanisli olan pP-laktamaz; ve amin
azotlarinda fenoksiasetil veya fenilasetil gruplariyla
tiretilen ilaglarain serbest ilacglara dontistiriilmesinde
kullanisli olan sirasiyla penisilin V amidaz veya penisilin G
amidaz gibki penisilin amidazlar bulunur. Alternatif olarzak,

dnciil ilaclarin serbest aktif ilaclara dénlistiriilmesinde
ayrica 1ilgili alanda "abzimler"™ olarak da bilinen enzimatik
aktiviteye sahip antikeorlar kullanilabilir,

(iv) Diger

Polipeptidin baska bir tip kovalent modifikasyonu,

polipeptidin, c¢esitli proteinsiz polimerlerden birine, d&rnedin,
polietilen glikol, ©polipropilen glikel, ©polioksialkilenler
veya polietilen glikol ve polipropilen glikol

kopolimerlerinden birine baglanmasini igerir, Polipeptit
ayrica, o6rnedin koaservasyon teknikleriyle wveya interfasiyal

polimerizasyonla hazirlanan mikrokapsiiller, &rnedin sirasiyla
hidroksimetilseliilecz veva Jjelatin mikrokapsiller ve poli-

(metilmetasilat) mikrokapsitller ic¢inde, kolloidal ilac daditim

sistemleri (6rnedin lipozomlar, albiimin mikrokiirecikler,
mikroemilsiyonlar, nanopartikiiller ve nanokapsiller) veya
makroemiilsiyonlar icinde kistirilabilir. Bu tir teknikler,

Remington's Pharmaceutical Sciences, 18. baski, Gennaro, A.R.,
Ed., (1990) belgesinde agiklanmaktadair.
Iv. Formiilasyonlarda ve Metotlarda Kullanilmaya Yénelik

Polipeptitlerin Elde Edilmesi

Burada tarif edilen, analiz vontemlerinde kullanilan
polipeptitler, teknikte ivi bilinen metotlar, drnedin
rekombinasyon yintemleri kullanilarak elde aedilebilir.

Asagidaki bdlimler bu metotlarla 1ilgili olarak kilavuzluk
salamaktadir.

(A) Peolinilikleotitler
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Burada birbirlerinin vyerine kullanilan, "polinikleotid" wveya
"niikleik asit" terimleri, niikleotidlerin herhangi bir
uzunluktakl polimerleri anlamina gelir ve DNA ve RNA'yi kapsar.
Polipeptitleri kodlayan poliniiklectitler herhangi bir
kaynaktan, drnedin bununla sinirla olmamak kaydivla,

polipeptit mRNA'sina sahip oldudu wve bunu saptanabilir bir
dizeyde ifade ettidi disiniilen dokudan hazirlanan bir ¢DNA
kittiiphanesinden elde edilebilir. Buna gbre, polipeptit
kodlayan polintkleotitler, 1insan dokusundan hazirlanan bkir
¢DNA kiitUphanesinden rahatlikla elde edilebilir. Polipeptit
kodlayan gen ayrica bir genomik kitiiphaneden wveya bilinen
sentetik prosedirlerle (Srnedin, otomatik nikleik asit sentezi)
elde edilebilir.

Ornedin, polinukleotit bir imminoglobillin molekil zincirinin
tamamini, &rnedin bir hafif =zincir wveya bir adir =zinciri

kodlayabkilir. Bir tam adir =zincir, bir adir zincir dedisken
bélgesinin (Va) vyani sira bir adir zincir sabit bdlgesini de

(Cu) igerir, bu bdlge tipik olarak Ug¢ sabit domen: Cuyl, Cs2 ve

Cy3; ve bir "mentese" bdlgesi igerir. Bazi durumlarda bir sabit

b&lgenin bulunmasi istenir.

Poliniikleotit  tarafindan kodlanabilen dider polipeptitler

arasinda antijen baglayici antikor fragmanlari, &rnedin tek
domenli antikorlar ("dAb'ler™), Fv, scPv, Fab' wve F(ab'): wve

"minikorlar"™ {(minibody) bulunur. Minikorlar (tipik clarak), Cul

ve Ckg veya Cp domeni c¢ikarilmis olan iki dederlikli antikor

fragmanlaridir. Minikorlar konvansiyonel antikorlardan kiigiik
olduklarindan dolayi, klinik/tanilayici kullanimda daha iyi

doku penetrasyonu sadlamalari gerekir; ancak 1iki deferlikli

olduklarindan, dAb'ler gibi tek dederlikli antikor

fragmanlarindan daha yuksek baglanma afinitesine sahip

olmalara gerekir. Buna gbre, aksi baglamda acikga

belirtilmedidi slUrece, "antikor"™ terimi, burada kullanildiga

sekliyle, tam antikor molekiillerinin vani sira yukarida

belirtilen tiirdeki antijen badlayici antikor fragmanlarini da

kapsar. Tercihen, kodlanan polipeptit iginde bulunan her bir
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cerceve bdlge, karsilik gelen insan akseptdr cercevesine gdre

en az bir amino asit ornatimi ig¢erir. Bu nedenle, &rnedin,

cerceve bélgeler, akseptdr c¢ergeve bdlgelere kivyasla toplam
olarak ug¢, dért, bes, alti, yedi, sekiz, dokuz, on, on bir, cn

iki, on ¢, on dort veya on bes amine zsit ornatimi igerebilir.
VI. Ornek uygulamalar

1. Cok sayida bilesimi analiz etmek ig¢in bir optimal iyon
dedisim kromatografisi avirma kosulu tanimlanmasina vonelik
bir vyoéntem olup, burada her bir kilesim, bir wveya daha fazla
kontaminantli bir polipeptid igerir, ydntem sunlari kapsar: a)

iki wveya daha fazla bilesimin polipeptitlerinin amino asit
bFilesimine dayali olarak sec¢ilen bir szicakliktaki bir pH
edrisine karsi net ylk edrisinin c¢izilmesi ve b) pH edrisine

karsi net vylUk egdrisinin biikiilme noktasinin ndétr wveya ndtre

vakin pH'de a) adiminin ¢izimlerinin ikinci tirevi

belirlenerek tespit edilmesi; burada optimal iyon dedisim
kromatografisi ayirma kosulunun, bir vevya daha fazla bilesimin
polipeptidleri ic¢in ortak bir biikilme noktasina vakin bir

pH tir.

2. Uygulama 1'in y&ntemi olup, burada bikilme noktasindaki

net yik pozitifse, bir katycon dedisim malzemesi, iyon dedisim
kromatografisi ig¢in kullanilair.

3 Uygulama 2'nin vydntemi olup, burada katyon deJisimi

kromatografisi malzemesi, bir silfonatla kromatografi

malzemesi veya bir karboksilatli kromatografi malzemesidir.

4. Uygulama 1’'in y&ntemi olup, burada bilikillme noktasindaki

net yuk negatifse, bir anyon dedisim malzemesi, kromatografi

igin kullanilzir.

5. Uygulama 474n vyoéntemi olup, burada, anyon degisimi

kromatografisi malzemesi, bir ddrdincill amin kromatografi

malzemesi veya bir dc¢uUncil amin kromatografi malzemesidir.

6. Uygulama 1’in yéntemi olup, burada bir karma kipli

kormatografi malzemesi, kromatografi icin kullanilir.

7. Uygulama 6'nin y&ntemi olup, burada karma kipli iyon

dedigim malzemesi, bir sirali olarak doldurulmus stlfonatli
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kromatografi malzemesi veya karkeoksilatla kromatografi

malzemesi wve bir dordinciil amin kromatografi malzemesi veya

Ug¢linctil amin kromatografi malzemesi karisimidir.

8. Uygulamalar 1-7'nin herhangi bkirinin yéntemi olup, ayrica
gunlari kapsar: c) iki veya daha fazla bilesimin
polipeptidleri igin sgicakliktaki (dIP/AT) bir dedisimle pH
edrisine karsgsi net yikin pH dedisim noktasindaki dedisimin
belirlenmesi, d} kromatografide kullanmak ic¢in bir tampon
secilmesi, burada sicakliktaki degisiklikle tamponun asit
ayrisma sabitinde bir dedisiklik (dpKa/dT), polipeptidlerin
dIP/dT'si ile aslen aynidir.

9. Uygulama 8'in vyéntemi olup, burada tampon, pH blikilme

noktasinda etkili bir tampon kapasitesi sadlar.

10. Uygulamalar 1-%$'un herhangi birinin y&ntemi olup, burada
hir wveya daha fazla bilegimin polipeptidlerinin dTIP/dT’ s1,

yaklasik -0,02 pH birimdir.

11. Uygulamalar 1-10'in herhangi birinin vé&ntemi olup, burada
sicakliktaki dedisim, 20 °C ila 70 °C arasindadir.

12. Uygulamalar 1-11'in herhangi birinin yOdntemi olup, burada

sicakliktaki dedisim, 20 °C ila 50 °C arasindadir.

13. Uygulamalar 8-12'nin herhangi birinin yéntemi olup,

burada dpKa/dT = dIP/dT + %50'dir.

14. Uygulamalar 8-13'lin herhangi birinin vydntemi olup, burada
d} adiminda secilen tampondaki polipeptidin net vyikil, 30 °C

lzerinde 0,5'den az dedisir.

15. Uygulamalar 8-14'lin herhangi bkirinin y&ntemi olup, burada

d} adiminda sec¢ilen tampon, yaklasik 5 mM ila yaklasik 250 mM
arasindaki bir konsantrasvyondaki bir kromatografide kullanilir.
16. Uygulamalar 1-15'in herhangi birinin vydntemi olup, burada

tampon bilesimleri ayrica bir tuz igerir.

17. Uygulama 16'nin yéntemi olup, burada tuz, NaCl, KCl,

(NHz) 2504, veya Na:504" Cur.

18. Uygulama 16 veya 17'nin yo&ntemi olup, burada tuzun

yvodunludu, vaklasik 1T mM ila yaklasik 1M arasindadir,
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19. Uygulamalar 1-18'in herhangi birinin ydntemi olup, burada
polipeptid, bir antikor veya immincadezin veya bunun
fragmanidizr.

20. Uygulamalar 1-19'un herhangi kirinin ydntemi olup, burada
polipeptid, bir monoklconal antikor veya bunun fragmanidir.

21, Uygulama 19 veya 20'in ydntemi o¢lup, burada antikor bir
insan antikorudur.

22. Uygulama 19 wveya 20'in v&ntemi olup, burada antikor bir
hiimanize antikorudur.

23, Uygulama 19 wveya 20'in yéntemi olup, burada antikor bir
kimerik antikcrudur.

24. Uygulamalar 19-23'lin herhangi  birinin vdntemi olup,
burada antikor, bir antikor fragmanidir.

25. Uygulamalar 1-14'in herhangi birinin ydntemi olup, burada
kontaminant, polipeptidin bir varyantidir.

26. Uygulamalar 1-25'in herhangi birinin ydntemi olup, burada
kontaminant, polipeptidin bir kozunma Uridnidir.

27. Uygulamalar 1-26'nin herhangi birinin vydntemi clup,
buradza kontaminant, polipeptidin bir yik wvarvyantidir.

28. Bir wveya daha fazla kontaminantli bir polipeptid iceren
bir kilesimi znaliz etmek ig¢in bkir optimal iyon dedisim
kromatografisi ayirma kosulu tanimlanmasina yonelik yéntem
olup, sunlari kapsar: a) polipeptidin amino asit bilesimine
dayvali olarak sec¢ilen bir sicakliktaki bir pH efrisine karsa
net viltk egrisinin ¢izilmesi wve b) pH edrisine karsi net yilk
edrisinin bilkillme noktasinin nétr veya ndtre yakin pH'de a)
adiminin ¢izimlerinin ikinci tlirevi belirlenerek  tespit
edilmesi; burada optimal ivon dedisim kromatografisi avirma
kosulu, bir wveya polipeptid igin biikilme noktasina vakin bir
pH'dir.

29. Uygulama 28'in ydontemi olup, burada bilkiilme noktasindaki
net yuk pozitifse, bir katycen dedisim malzemesi, iyon dedisim

krecmatografisi i¢in kullanilair.
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30. Uygulama 29'un vyontemi olup, burada katyon dedisimi
kromatografisi malzemesi, bir stilfonatlz kromatografi
malzemesi veya bir karboksilatli kromatografi malzemesidir.

31. Uygulama 287in ydntemi olup, burada bikililme noktasindaki
net vyik negatifse, bir anyon dedigim malzemesi, kromatografi
igin kullanilair.

32. Uygulama 317in yéntemi olup, burada, anyon dedisimi
kromatografisi malzemesi, bir dbrdinciil amin kromatografi
malzemesli veya bir dg¢inciil amin kromatografi malzemesidir.

33. Uygulama 28"'in yéntemi olup, burada bir karma kipli
kormatografi malzemesi, kromatografi icin kullanilair,

34, Uygulama 33'an yontemi olup, burada karma kipli ivon
defisim malzemesi, bir sirali olarak doldurulmus stlfonatl:
kromatografi malzemesi vevya karboksilatla kromatografi
malzemesi ve bir ddrdincil amin kromatografi malzemesi veya
Uclinglil amin kromatografi malzemesi karisimidir.

35. Uygulamalar 28-34'iin herhangi  birinin vdntemi olup,
ayrica sunlari kapsar: c¢) polipeptid icin sicakliktaki (dIP/dT)
bir dedisimle pH edrisine KkKarsgsi net vyikiin pH degisim
noktasindaki degisimin belirlenmesi, d) kromatografide
kullanmak ig¢in bir tampon seg¢ilmesi, burada sicakliktaki
dedisiklikle tamponun asit ayrisma sabitinde bir dedisiklik
(dpKa/dT}, poclipeptidin dIP/dT'si ile aslen aynidir.

36. Uygulama 35'in vydntemi olup, burada tampon, pH Dbikilme
ncktasinda etkili bir tampon kapasitesi saglar.

37. Uygulamalar 28-36'un herhangi birinin ydntemi olup,
burada Dbir wveya daha fazla Dbilesimin polipeptidlerinin
dIP/dT’si, vaklasik -0,02 pH birimdir.

38. Uygulamalar 28-37'un herhangi Dbirinin vdntemi olup,
burada sicakliktaki dedisim, 20 °C ila 70 °C arasindadir.

39. Uygulamalar 28-38'un herhangi birinin vydntemi oclup,
burada sicakliktaki dedisim, 20 °C ila 50 °C arasindadir.

40. Uygulamalar 28-3%9'un herhangi birinin ydntemi c¢lup,

burada dIP/dT = dpKa/dT + %50'dir.
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41. Uygulamalar 28-40'iin herhangi birinin yontemi olup,
burada d) adiminda seg¢ilen tampondaki polipeptidin net yilki,
30 °C lizerinde 0,5'den az dedisir.

42, Uygulamalar 28-41'lin herhangi birinin yontemi c¢lup,
burada d) adiminda secilen tampon, vyaklasik 5 mM ila vyaklasik
50 mM arasindaki bir konsantrasyondaki bir kromatografide
kullanilair.

43. Uygulamalar 28-42'nin herhangi birinin véntemi olup,
burada tampon bilesimi ayrica bir tuz igerir.

44, Uygulama 43'uin y&ntemi olup, burada tuz, NaCl, KC1,
(NHs1) 2504 veya NaxS504' tir.

45, Uygulama 43 wveya 44'nin  vyodntemi olup, burada tuzun
yodunludu, vyaklasik 10 mM ila yaklasik 1M arasindadair.

46. Uygulamalar 28-45'in herhangi birinin yodntemi c¢lup,
burada polipeptid, bir antikor veya Iimmincadezin wveya bunun
fragmanidair.

47. Uygulamalar 28-46'un herhangi birinin vdntemi olup,

burada polipeptid, bir monoklonal antikor vevya bunun
fragmanidir.
48 . Uygulama 46 veya 47'in ydntemi olup, burada antikor bir

insan antikorudur.

49, Uygulama 46 veya 47'in ydntemi c¢lup, burada antikor bir
hiimanize antikorudur.

50. Uygulama 46 wveya 47'in vy&ntemi olup, burada antikor bir
kimerik antikorudur.

51. Uygulamalar 38-50'lin herhangi birinin ydntemi olup,
burada antikor, bir antikor fragmanidir.

52. Uvygulamalar 28-51'iin herhangi birinin vydntemi olup,
burada kontaminant, polipeptidin bir varyantidir.

53. Uygulamalar 28-52'in herhangi birinin ydntemi olup,
burada kontaminant, polipeptidin bir bezunma drinidir.

54, Uygulamalar 28-53'nin herhangi bkirinin yd&ntemi olup,
burada kontaminant, polipeptidin bir yik wvarvantidar.

55, Polipeptid ve bir veya daha fazla kontaminant igeren bir

bilegimi analiz etmevye yonelik polipeptidleri
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kontaminantlardan etkilli bir sekilde ayiran bir yéntem olup,
yéntem sunlari kapsar: a) her biri bir hedef polipeptid ve
uygulama 1'in y&ntemine gdre bir veya daha fazla kontaminant
igeren c¢ok sayida bilesim ic¢cin optimal pH ve sicaklik iyon
dedigimi ayirma kogullarinin Dbelirlenmesi, b) polipeptid ve
bilesimdeki bir veya daha fazla kontaminantin bir iyon
dedisimi kromatografisi malzemesine bir ylikleme Tamponu
kullanilarak baglanmasi, burada vyikleme tamponu uygulamalar 8-
15'in herhangi birinin yéntemiyle tespit edilen bir tampondur;
¢} polipeptid wve dyon dedisimi kromatografisi malzemesinden
bir wveya daha fazla kontaminant bir elisycn tamponunun bir
gradyani kullanilarak eliite edilmesi, burada elisyon tamponu,
tampon wve bkir tuz igerir, burada Dbir gradyandaki tuz
konsantrasyonu =zamanla artar, burada polipeptid wve bir veva
daha fazla kontaminant gradyanla ayrilir; ve d) polipeptidin
ve bir veya daha fazla kontaminantin saptanmasi.

56. Polipeptidi kontaminantlardan etkili sekilde ayiran bir
polipeptid wve bir wveya daha fazla kontaminant iceren bir
bilegsimi analiz etmek ig¢in bir yontem olup, vyvdntem sunlari
kapsar: a) polipeptid ve bir veya daha fazla kontaminantin bir
iyvon dedisimi kromatografisi malzemesine bir yilikleme tamponu
kullanilarak baglanmasi, burada yikleme tamponu bir tampon
icerir wve burada kromatografinin pH wve sicaklidi cok sayida
hedef polipeptid 1¢in optimize edilmistir i} 1ki wveya daha
fazla hedef polipeptidin polipeptidinin amino asit bilesimi
baz alinarak seg¢ilen bkir sicakliktaki bir pH edrisine karsi
net yik edrisinin c¢izilmesi, ve 1ii} 1) adiminin ¢izimlerinin
ikinci  tiirevini bkelirleyerek pH edrisine karsi net vyilk
efdrisinin bikilme noktasinin tespit edilmesi; burada optimal
iyon dedisim kromatografisi kosulu, 1iki veya daha fazla hedef
polipeptid ic¢in ortak bir blkilme noktasindaki bir pH’dir; b)
polipeptid ve iyon degisimi kromatografisi malzemesinden bir
veya daha fazla kontaminantin bir eliisyon tamponunun bir
gradyani kullanilarak ellite edilmesi, burada elisyon tamponu,

tampon wve bir tuz igerir, burada polipeptid ve bir wveya daha
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fazla kontaminant gradyanla ayrilir; ve ¢} polipeptidin ve bir
veya daha fazla kontaminantin tespit edilmesi.

57. Uygulama 56'nin yontemi olup, burada seg¢ilen sicaklik,
ortam sicaklididir.

58. Uygulama 56 wveya 57'nin voéntemi olup, burada tampon,
sunlarla tespit edilir: a) iki wveyva daha fazla  hedef
polipeptid igin sicakliktaki bir degisimle (dIP/dT) pH
efrisine karsi net vyilk edrisinin bilikillme noktasi pH'sindeki
dedisimin tespit edilmesi, b) sicakliktaki dedisiklik ile asit
ayrisma sabiltl tamponundaki bir dedisikligin (dpKa/dT), ortak
biikiilme noktalil bir veva daha fazla polipeptidin dTIP/dT’si ile
aslen ayni oldudu bir tamponun sec¢ilmesi.

59. Uygulama 58'in ydntemi olup, burada tampon, pH blkilme
noktasinda etkili bir tampon kapasitesi saglar.

60. Uygulamalar 55-59'un herhangi birinin yéntemi olup,
burada tampon konsantrasyonu yaklasik 5 mM ila vyaklasik 20 mM
arasindadir.

61. Uygulamalar 55-60'in herhangi birinin vdntemi clup,
burada tamponun pH'si vyaklasik 20 °C ila vaklasik 70 °C'lik
bir sicaklik aralifinda yaklasik 6,5 ila yaklasik 8,5 arasinda
degisir.

62. Uygulamalar 55-62'nin herhangi birinin y&ntemi olup,
burada tamponun pH'si vyaklasik 20 °C ila vaklasik 50 °C'lik
bir sicaklik araliginda vaklasik ¢,5 ila vaklasik 8,5 arasinda
degisir.

63. Uygulamalar ©55-62'nin herhangi Dbirinin y&ntemi olup,
burada tamponun ve bikilme noktasindaki pelipeptidin pH'si,
vaklasik 22 °C'de vyaklasik 7.8, vaklasik 37 °C'de vyaklasik 7.5
veya vaklasik 50 °C'de vyaklasik 7.27dir.

64. Uygulamalar 55-63'iin herhangi birinin y&ntemi olup,
burada tuz gradyani, lineer bir gradyandir.

65. Uygulamalar 55-64'lin herhangi birinin ydntemi olup,

burada tuz gradyvani, bir basamakli gradyandir.
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66. Uygulamalar 55-65'in  herhangi birinin yontemi olup,
burada tuz gradyani, bir NaCl gradyani, bkir KCl gradyani,
(NH4) 2804 veya bir Na S04 gradyanidir.

67. Uygulamalar 55-66'nin herhangi Dbirinin y&ntemi co¢lup,
burada gradyandaki tuz konsantrasyonu, vaklasik 0 mM’den
vaklasik 1M"ye c¢ikar.

68. Uygulama 67'nin ydéntemi clup, burada tuz konsantrasyonu
vaklasik 100 dakikada wvaklasik 0 mM'den vaklasik 100 mM'ye
cikar.

69, Uygulama 67'nin yéntemi olup, burada tuz konsantrasyonu
yaklasik 40 dakikada yaklagik 0 mM'den vyaklasik 80 mM'ye g¢ikar.
70. Uygulamalar 55-69'in herhangi birinin uygulamasinin
yontemi olup, burada polipeptid, bir antikor veya immiincadezin
veya bunun fragmanidir.

71. Uygulamalar 55-70'un herhangi birinin yéntemi olup,
burada polipeptid, bir monoklonal antikor veva bunun
fragmanidir.

72. Uygulama 70 veya 71'in ydntemi c¢lup, burada antikor bir
insan antikorudur.

73. Uygulama 70 veya 71'in ydbntemi clup, burada antikor bir
hilmanize antikorudur.

74. Uygulama 70 veya 71'in ydntemi c¢lup, burada antikor bir
kimerik antikcrudur.

75. Uygulamalar 70-74'in  herhangi birinin vyontemi olup,
burada antikor, bir antikor fragmanidir.

76. Uygulamalar 55-75'in herhangi birinin ydntemi olup,
burada kontaminant, polipeptidin bir varyantidir.

77. Uygulamalar 55-76'nin herhangi Dbirinin vyéntemi olup,
burada kontaminant, polipeptidin bir bozunma Urintidir.

78. Uygulamalar 55-77'nin herhangi Dbirinin y&ntemi olup,
burada kontaminant, polipeptidin bir ylik varyantidir.

79. Uygulamalar 55-78'in herhangi birinin yoéntemi olup,
6zellidi; burada kromatografi malzemesi, bir katyon dedisimi

kromatografisi malzemesidir.
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80. Uygulama 79'nin yontemi olup, burada katyon dedisimi
kromatografisi malzemesi, bir stilfonatlz kromatografi
malzemesi veya bir karboksilatli kromatografi malzemesidir.

81. Cok sayida polipeptid bilesiminin analiz edilmesi icin
bir vydntem olup, burada her bir polipeptid bilesimi bir
polipeptid ve polipeptidin bir veya daha fazla yiik varyantini
igerir, burada ydntem polipeptidi yik wvaryantlarindan etkili
bir sekilde avyirir; her bir polipeptid bilesimi icin yé&ntem
sunlari kapsar: a) polipeptid wve bkir wveya daha fazla yilk
varyantinin bir iyon dedisimi kromatografisi malzemesine
yaklasik 1 mlL/dakikalik bir akis hizinda bir yikleme tamponu
kullanilarak badlanmasi, burada vyikleme tamponunun vaklagsik pH
7.6'da vyaklasik 40 °C'de 10 mM HEPES tamponu icermesi; Db)
polipeptid ve yik wvaryantlari kontaminantlarinin iyon dedigimi
kromatografisi malzemesinden bir ellisyon tamponunun bir
gradyani kullanilarak ellite edilmesi, burada elidsyon tamponu
vaklagsik pH 7.6'da vyaklasik 10 mM HEPES tamponu ve bir NaCl
igcerir, gradyandaki burada NaCl konsantrasyonu vyaklasik O
mM'den vaklasik 80 mM'ye vaklasik 40 dakika i¢erisinde ¢ikar,
burada polipeptid wve ylk wvaryantlari gradyanla ayrilir; ve )
polipeptid ve bir veya daha fazla yik varyantinin saptanmasi.
82. Uygulama 81'in yontemi olup, burada cok sayidaki
polipeptid bilesimi farkli polipeptidleri icerir.

83. Uygulama 81 wveva 82'nin y&éntemi olup, burada c¢ok sayidaki
polipeptid bilesimi farkli pIs’lere sahip polipeptidler icerir.
84. Uygulamalar 81-83'in herhangi birinin y&ntemi olup, burada
polipeptid bilesimleri, antikor bilesimleridir.

Bu spesifikasyonda aciklanan o&ozelliklerin timil herhangi bir
kombinasyonda birlegstirilebilir. Bu spesifikasyonda agiklanan
her o6zellik, ayni, esdeder veya benzeri bir amaca hizmet eden
alternatif bir o6zellik ile degistirilebilir. Dolayisiyla, aksi
acikga belirtilmedigi slurece, ag¢iklanan her ©6zellik, sadece
esdeder veya Dbenzer (¢Gzelliklere sahip bir Jenerik seri

drnegidir.
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Bulusun dider ayraintilari asadidaki sinirlandirici olmayan
Srneklerle birlikte verilmektedir.

ORNEKLER

Asadida verilen o&rnekler vyalnizca bulusu ag¢iklama amaciyla
verilmigtir ve bu nedenle bulusu herhangi bir sekilde
sinirladiglr vyoninde yorumlanmamalidir. Asadidaki Ornekler ve
ayrintila aciklama sinirlayici olarak degdil, Srnekleyici
olarak verilmistir.

Ornekler icin Malzemeler ve Yéntemler

Aksi belirtilmedigi siirece ornekler i¢in asagidaki materyal ve
yontemler kullanilmistir.

Malzemeler

Tim mAk’'ler, kararli Cin Hamster Yumurtalik {CHO) hiicre
sekanslari veva Escherichia coli hiicreleri kullanilarak
dretilmistir,

MabPac SCS-10 wve Propac WCX-10 kolonlari, ThermoFisher’dan
satin alinmistar. AntiBodix kolonlara, Sepax'tan satin
glinmistir. YMC kolonlari, YMC'den satin alinmistir. Trisma
(Tris), Mallinckrodt Baker Inc. veva Sigma’dan (St. Eouis, MG)
elde edilmis ve HEPES, ACES, Trizma bazi1 wve CAPS, Sigma’dan
elde edilmistir. Sodyum klorir, sodyum hidroksit (10 N) ve
hidroklerik asit (12 N), Mzallinckrodt Baker Inc’ten temin
edilmistir. Fosforik asit {%$85) EMD Millipore’dan temin
edilmigtir.

HPLC Kurulumu

Katyon dedisimi kromatografisi deneyleri, o&ncelikle bir Waters
2796 BioAlliance sivi kromatografi c¢ihazi, Agilient 1200SL
HPLC sistemi, veya bir UltiMate 3000 Quaternary Rapid
Separaticn LC (Thermo Scientific Dicnex) lzerinde
gergeklestirilmistir. Alet, disik basing¢li bir dértll degrade
pompasi veya bir 1ikili pompa, sicaklik kontrol &zellidine
sahip bir otomatik o&rnekleyici, hassas sicaklik kontroll ig¢in
bir termal kolon bélmesi ve bir dual dalga boylu diyot dizisi

UV detektdril icermisgtir. Alet kontrolil, wveri toplama wve veri
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35

analizi Diconex Chromeleon vazilimi, versiyon 0,8 ile
gerceklestirilmistir.

Ornek 1. Goklu iiriin analitik iyon dedisim kromatografisinin
optimizasyonu.

Yik wvaryantlari gibi kontaminantlarin tespit edilmesi ig¢in
yiksek ¢ézinirliiklili ve sadlam bir g¢oklu iUrinlid TEC gelistirmek
icgin, kogullar mAb'lerin vyik dengesinde olacadi gekilde
tasarlanmistir. Net yiik durumu (z) wvs. pH grafidi cizilerek,
mAb Urinil i¢in vylik dengesi belirlenmistir. Bir mAbk'nin dengede
oldugu durum, denklemin 2Z2'nci tirevi, z'nin pH dederine esit
olarak 0'a ayarlanmasiyla ¢odzlilmiistir.

Belirli bir pH'ta bkir mib'nin net vyikil, vyan zincirlerinden
dolayi bir proteinin pH-badimli &zelliklerinin tanimlanmasinda
dnemli kir rol oynayan mAb’deki alti aminc asit 1igeridine

dayanarak belirlenmigtir. Alti aminec asit, asparagin, glutamik

asit, higtidin, tirozin, lizin ve arginindir. Alt: amino
asidin asit ayrisma gsabitleri (pKa, -loglOKa olarak
tanimlanmis) net yik durumunu (z) hesaplamak icin
kullanilmistir. Ornedin, MAbL1, 10 histidin kalintisina

sahiptir. $Sekil 2, pH'in bir fonksiyonu olarak histidinin
protonasyonunu gdsterir. Histidinin pKa dederi 6.02'nin
altindaki pH dederlerinde histidin protonlanir ve pozitif yik
tasir (Sekil 2AY) . 6,02'nin {zerindeki pH dederlerindeki
histidin deprcotone edilir wve bir vyik tTasimaz. Denklem 1'i
kullanarak, belirli bir pH'taki histidin i¢in belirli bir sar)
durumunun o¢lasilidil belirlenmistir. S$Sekil 2B, pH 6.5'te ve plH
7.57teki mAbl'de protonsuzlastirilmis histidinin clasa
dagilimini g&stermektedir. pH 6.5'te mAbl’in 8 deprotonlanmis
histidin kalintisi medvanina sahipken, pH 7.5 te neredeyse tim
histidin kalintilarai protonsuzlastirilmigtir. Sekil 2C, her

biri iki histidin kalintisaina sahip dért polipeptid

molekilinin kir ornedini gostermektedir. pKa'da (pH 6.02), His
kalintilarinin %507 s1i protonlanmis ve %507 s1
protonsuzlastirilmistair. Bu dért molekiildeki histidin

kalintilarinin yiik durumu, pKa'da bir binom dadilimidir:
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birisi her 1ki histidini protonlanmis; 1kisi bir histidini
protonlanmis ve diferi protonsuzlastirilmisg; ve birisi her iki
histidini protonsuzlastirilmis.

Belirli bir pH ic¢in en bol yik durumunun c¢lasilidi, alti amino
agsidin her biri dig¢in belirlenmis wve belirli bir pH'ta mabl
yiikiinin adirliklandirilmis olasilidi, antikorda mevcut olan bu
alt:1 amino asidin her birinin kalinti savisina dayanarak
belirlenmistir (Sekil 3). Yik frekansinin dadgilimi, rastgele
bir dediskendeki belirsizlidin bir olgltidl olan Shannon
entrofisli ile de belirlenebilir (Denklem 3). maAbl'de mevcut
olan bu alti amino asidin her bkirinin kalainti sayilarina
dayanarak (Tablo 3), maAbl icin wverilen pH dederinde Shannon
entrofisi Sekil 4'te ¢izilmistir. Shannon entropisi ne kadar
diigiikse, vik dagilimi o kadar homojen clur.

Tablo 3. mAbl'de se¢ilen amino asit kalaintilarinin sayisi

pPH lizin|histidin|aspartat|glutamat|tirczin|larginin
No. 90 28 52 64 66 32
kalinta

Bu wverilerden, pH'nin bir fonksiyonu olarak mAbl'in net
yvikinin dagilimi c¢izilmis (Sekil 5) ve bukillme noktasi
37 °C'de pH 7.5 olarak belirlenmistir (Sekil 6, S$Sekil 5'in
istten g&riniimiadir). Bunun, S$Sekil 5'te en yilksek wve en keskin
tepeler olarak gé&sterilen en homojen vyik durumuna sahip olan
pH olduguna dikkat ediniz. En homojen yiuk durumu da, IEC
ayirmasindaki en keskin pike yol acgacaktir.

Yukarida tarif edilen ydntem kullanilarak, 7.6 ila 9.4
arasinda defisen pI'lere sahip birkag mAb igin biikilme
noktalari belirlenmistir (Sekil 7). Sasirtici bir sekilde,
hemen hemen tim mAb'ler icin blkllme noktasi 37 °C'de pH 7,5
olmustur. IP'vyi hedeflemek IEC'nin PH dayaniklilidini
geligtirebilir. S$Sekil 7'de g&sterilen gekilde, pH 7 ve pH 8
arasindaki tim antikorlar icg¢in net vyilk cok az dedisir.

mab'ler icin biukilme noktalari 22 °C, 37 °C ve 50 °C olarak
belirlenmistir. Sekil g8'de gbsterilen sekilde, bikilme
ncktalarinin sicaklida kadli olmasina radgmen, test edilen tim
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antikorlar ic¢in bukilme noktalari wverilen bir sicaklikta avyni
olmustur.

mAb2 icin bilikiilme noktasi, 22 °C 1ila 50 °C arasindaki
sicakliklar idig¢in belirlenmistir. Sekil 9'da goruldugt gibi,
biukiilme noktasi pH'si sicakliktaki artig ile azalirken, net
yiik sabit kalir. Bu vylzden, kromatografiyi bikilme noktas:
i¢in optimize etmek ayrica, siceklik dalgalanmasina karsi IEX
yontemi dayanikliligdar sadlar. dIP/dT terimi, sicakliktaki bir
dedisim ile birlikte bir molekiliin IP'sindeki dedisimi temsil
eder. Bu sonuclardan, sicaklik etkisinin en aza indirilmesi ve

test =saglamliginin arttirilmasir ig¢in dIP/dT'yve (baska bir

deyisle, dIP/dT = dpKa/dT) vaklasan sicakliin bir fonksiyonu
olarak tamponun asit ayrisma sabitindeki defdisimin secildigi
optimal bir tampon seg¢ilebilir.

Blikiilme noktasi pH'sli wve sicaklik arasindaki iliski ¢izilmis
ve dogrusal regresyonun edimi, dIP/dT dederleri, farkli pT
dederine sahip c¢ok sayidaki mAb igin hesaplanmistir (Sekil 10
ve Tablo 4). Bu alti mAb ic¢in dIP/dT dederlerinin esasen ayni
oldugu bulunmustur (-0,0177 ila -0,0183). Bu sekilde, vaklasik
-0,018'1ik bir dpKa/dT dederine sahip bir tampon, Sekil 10'da
sunulan mAb'lerin timli i¢in IEC analizi wve dolayisiyla g¢ok
Urinlt bir TEC igin optimal olacaktir.

Tablo 4. Bikilme noktalari (pH)

Sicaklik

°C MALZ27 MAbl |MAERZ MAb4 |MARS |[MAbe |MADLS
25 7,69 V.03 (7,02 7,02 7,75 0,72 7,772
30 7,60 7,64 (7,63 |7,62 |7,68 |7,62 |7,62
35 7,5C 7,54 (7,54 (7,53 |7,56 |7,53 |7,53
37 7,4 7,51 (7,50 7,49 |7,53 7,49 |7,49
40 7,42 7,45 (7,45 |\7,44 7,47 7,44 7,44
45 7,33 7,37 |V,36 |7,3> [|7,3% |7,35 |7,35
50 7,25 7,28 (7,27 |\7,26 |7,30 7,27 |7,27
dip/dTr |(0,0177|0,0181|0,018 0,018 (0,018 |0,018 (0,018
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Cok sayidaki tampon madde ig¢in  saicaklaigdin  (dpKa/dT) bir
fonksiyonu olarak pKa’daki dedisime iliskin yayinlanan
degerler aszagidaki gibidir:

Fosfat: -0,0028

HEPES: -0,014

ACES: -0,02

Tris: -0,028

Bisin: -0,018

Trisin: -0,021

TAPS: -0,02

CHES: -0,018
Bkz. Benyon, RJ & FEasterby, JS, Buffer Solutions The Basics,
IRE Press, 1996.
Sekil 11, sicaklidin bir Zfonksiyonu olarak fosfat tamponu,
HEPES tamponu, ACES tamponu ve Tris tamponu ig¢indeki mAbZ'nin
biikiilme noktasindaki net yikin bir grafigini gdstermektedir.
ACES tamponu veyva HEPES tamponu icindeki mAb2'nin net vyikiinin
grafikleri vyaklasik 30 °C boyunca 0,5'ten daha az dedisen duz
bir sekildedir. Cte vyandan, Tris ve fosfat icin grafikler o
kadar diiz degildir, bu, sicaklikta bir dedisiklik ile net
yvilkte daha fazla dedigsimi belirtmektedir. ACES wveya HEPES’in
coklu {drinld IEC analizi ig¢in optimal tamponlar oldudu
sonucuna ulasilmistir.
Ornek 2. Bir coklu iiriin IEC protokoliiniin gelistirilmesi.
Coklu lrtnlil bir IEC protokolil, biikiilme noktasinin ve ACES ve
HEPES ig¢in dpKa/dT dederi ve c¢ok sayidaki mAb ic¢in belirlenen
dIP/dT degerlerinin bafintisi ag¢isindan gelistirilmistir. 19
mab test edilmistir. mAb &rnekleri, & tamponu ile 1 mg/mL’ye
seyreltilmis ve 53 °C'de otomatik drnekleyicide saklanmistir.
MabPac SCX-10, 4 x 250 mm kolonu, 37+1 °C'deki sicaklik ayari
ile kolon kompartmanina yerlestirilmistir. Her bir
krematografik calistirma igin, 10 upL protein (20 pg) enjekte
edilmistir. Tampen A, pH 7.5 37 °C'de 5 mM ACES’tir. Tampon B,

tampon A 1g¢indeki 180 mM NaCl‘dir. Gradyan, tampcen B nin
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tampon A’da 100 dakika iginde 1 mM/dk’da karistirildidi 0-100

mM NaCl’dir.
absorbans

sekilde,

Akis hizzi,

cok uUrunlu IEC,

voluyla tespit edilmistir.

iyi bir c¢ozinidrlik saglamigtir.

0,8 mL/dk olmustur.

Sekil

Protein,

Ornek 3. Coklu iiriinlii IEC'nin pH dayanikliliga

Coklu
NaCl/dk

Urinlg

IEC'nin

olmasi

rH

haricinde

kullanilarak ve ¢ farkli pH degeri,

ig¢in incelenmistir.

mAb4,

drnek antikorlar olarak kullanilmigtir.

Sekil

dederlerinde,

dediskenleri

alanlarinin

herhangi anlamli bir dedisiklik gdstermemistir

Tablo 5.

13'te

gbsterilen

antikor

arasinda

kantifikasyonu,

ana

ivi

sekilde,
tepe

test

noktasa

cézunurluk

pH"a

gdreli

edilen

ve

280 nm'de
l2'de gosterilen

genis bir mAb {rini yelpazesi igin

dayaniklailiga, gradyanin 1,5
Ornek 2'de tarif edilen vyéntem
pH 7.3, pH 7.5 wve pH 7.7

bu ¢alisma i¢in sinirlayici olmayan

tim

bunun

gdzlenmistir.

olarak

Coklu drinli IEC'nin pH davyvanikliligz

analizde

(Taklo 5).

¢oziiniirlik?®

PH |%

asidik

%
Pik

Ana

% Bazik
1

% Bazik
2

Toplam
Bazik

Ana/BV1

BV1/BV2

8,4

52,1

21,1

18,4

39,5

2,3

8,4

53,3

21,0

13,3

39,3

2,3

8,6

52,4

21,3

17,7

39,0

3,0

dcdziinlirliik Denklem 4 ile tanimlanmisgtair.

Denklem 4

B Uzhu'}ﬂﬁf

cozlinirlilk R ise

tr]_ ve tr2,

W1 ve Wz,

Ornek 4. Sicaklik dayanikliliga

Coklu iriinld IEC'nin sicaklik dayaniklilaiga,

NaCl/dk olmasi haricinde wve {ig¢ farkli 232

s1cakliklarinda Ornek 2'de

incelenmistir.

mAL?Z,

mAbh 6

tarif edilen yontem kullanilarak

ve

mab

10

OC'

37

bu

OC’

calisma

iki vyakin bitisik pikin tutulma sireleridir

iki yakin bitigik pikin pik geniglikleridir

gradyanin 1,5 mM

ve 42

sinirlayici olmayan Ornek antikorlar clarak kullanilmistir.
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Sekil 14'te gdsterilen sekilde, antikorlar wve bunlarain vyik
varyantlari arasindaki iyi ¢oziinUirlik, antikorlarin her biri
i¢in test edilen tiim sicakliklarda g&rilmiistliir. Her antikor
igin her sicaklikta neredeyse aynili kromatogram gérilmistir.

Her bir deneyde, mab’lar 19, 7 wve 8, 10 mM HEPES tamponunda
si1icaklik dayaniklilidir agisindan test edilmistir., Sekil 15'te
gérillen gekilde, antikorlar wve Dbunlarain yik wvaryantlar:
arasindaki 1iyi c¢dzinilirlilk, antikorlarin her biri icin test
edilen tim sicakliklarda goriulmistir. Pik alanlarinin
kantifikasyonu, sicakliga nispeten analizde herhangi anlamlzx
bir dedisiklik g&stermemistir.

Tablo 6. Cok Urinld IEC'nin sicaklik dayanima

mAb Sicakl® % Bazik(Coézinirl

1k Asidik |$ Anall ik Cozilniirl

Pik Asidik (ik Bazik

mAb19 (42 °C |16,46 |75,62 |7,92 1,51 3,20

37 °C 16,69 |[74,65 8,56 1,53 3,26

32 °C 15,97 |76,17 7,86 1,62 3,30
mAl7 42 °C 118,95 67,30 13,75 1,31 na

37 °C 19,80 (67,28 (12,92 1,36 na

32 °C |18,53 (68,80 |12,66 1,45 na
mAb 8§ 42 °C 22,20 |68,78 9,03 2,21 1,72

37 °C 22,44 |67,67 19,89 2,25 1,45

32 °C 22,60 67,25 10,15 2,33 1,35

Ornek 5. Cok  uriinlid IEC'nin  iirilne $zgii IEC ile

karsilastirilmasi.

Cok Uriinlt IEC, mAbB, mAb25 ve mAb26 icin gelistirilmis f{riine
5zgll IEC yoéntemleri ile karsilastirilmistir. mAb8, mAb28 ve
mAb26"nin IEC'si, gradyanin 1,5mM NaCl/dk [Genentech-liitfen
teyit ediniz] olmasi disinda Ornek 2'de tarif edilen coklu
iriinld TEC vyé&éntemi kullanilarak gerceklestirilmistir., Uriine
Hzel vyoOntemler igin tampon ve sicaklik farkli olmustur. mabS8
igin, bu, 30 °C'de 20 mM MES pH 6.5"tir; mAb25 icin, bu,
42 °C'de 20 mM HEPES pH 7.6"dir; ve mAb26 icin bu, 40 °C'de 20
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mM ACES pH 7.1’dir. Sekil 16'da gorilebilecedi gibi, c¢oklu
drtinld IEC (sol paneller), {rline &zgl IEC y&ntemleriyle (sad
paneller) benzer sekilde veya bunlardan daha iyi ¢dziniirliikte
gerceklestirilmistir.

Ornek 6. Coklu iiriinlii IEC'nin farkli kolonlarla kullanimi

Coklu Urinli IEC, kromatografi kclonu secimi igin
kullanilmistir. maAb8 testi, gradyanin 1,5 mM NaCl/dk olmasi
haricinde Ornek 2'de tarif edilen vyéntemler kullanilarak dért
farkli katyon dedisimi kolonunda gergeklegtirilmistir. Test
edilen kolonlar, ProPac WCX-10, 4 x 250, 10 um; YMC, 4,6 x 100,
5 um; Antibodix NP5, 4,6 x 250, 5 um; ve MabPac SCX-10, 4 x
250, 10 um (Ornek 2'de kullanilan) olmustur. Sekil 17'de
gbriilebilecedi gibi, doért siitunun tamami yeterli ¢dzlUnirlikle
sonu¢lanmistir. Pik =zirvelerinin kantifikasyonu wve asit pik
ile ana pik arasindaki temel tepe noktalari Table 7'de
gbsterilmistir.

Tablo 7. mAb8 icin kolon taramasi

Kolon % % Anal% Bazik|Cozuniirlik Coziniirlik
Asidik |Pik 1 Asidik Bazik

ProPac WCX-19,80 (66,98 |13,22 |[2,06 1,42

10

YMC 25,21 64,86 |9,93 1,78 0,93

AntiBodix 23,23 66,10 (10,67 0,99 0,22

NP5

MabPac SCX-14,80 |73,38 |11,83 2,81 2,54

10

Ornek 7. Olgeklenebilirlik

Farkli boyutlardaki katyvon dedisim kromatografisi kolonlarinin
kullanimz, coklu irinli IEC' de kullanim icin
degerlendirilmistir. Kolon uzunluunun kisalmasi g¢alistirma
silrelerinin daha kisa olmasina neden olur. mAb8, Ug¢ Ifarkl:
boyuttaki ProPac WCX-10 kolonunda Ornek 2'de tarif edilen
coklu dUrinlii TEC yéntemi kullanilarak kromatografilenmistir.
Kolenlar farkla boyutlarda cldudu icgin, kromatografi

calismalari farkli zaman periyotlari 1ig¢in olmustur. Kolon
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boyutlari ve ilgili calisma siireleri asadidaki sekilde
olmustur: 4 x 250 mm 63 dakika slUreyle, 4 x 100 mm 19 dakika
slUreyle, ve 4 x 50 mm 15 dakika siireyle. Sonu¢lar, Sekil 18’de
sunulmustur. Her ne kadar Dbazi ¢dziunUrliukler daha kaisa
situnlarla kaybedilmis olsa da, vyilksek wverimli bir uygulama
igin daha kisa siitun ile tutarli niceliksel sconuglarla yeterli
ayirma elde edilir. Pik alanlarainin kantifikasyonu tutarl:
olmug ve Tablce 8'de g&sterilmistir.

Tablo 8. Cok Urinld IEC'nin &lgeklenebilirligi

Kolon |Calismal% % Ana% Bazik|CozinirlikCozinirlik
Boyutu|Siiresi [Asidik |Pik 1 Asidik Bazik

4 x63 dk 22,44 67,67 9,89 2,25 1,45

250

4 x|19 dk 24,72 65,85 9,42 1,66 0,85

100

4 x 50|15 dk 23,22 67,03 |9,75 1,51 0,65

Ornek 8. Testin Saglamliga

Bir test prosedirinin dodrulanmasi, vydntemin uygun sekilde
saglam clmasini gerektirir. Sadlamligil dederlendirmek i¢in bir
deneyler tasarimi (DoE) yvaklasimi, etkilesimli etkiler de
dahil olmak {zere, deney kogsullarindaki kiicik wvarvasyonlarain
etkilerini kapsamli bir sekilde dederlendirir. Her bir deneyin
spesifik g¢ok dediskenli kosullari, etkilesim potansivyelli olan
faktdrleri birlestirmek ig¢in  segilmistir, Stirekli olarak
dedisgtirilemeyen ancak etkilerinin c¢ldudu bilinen faktdrler,
vani sltunlar (Srnedin lottan lota dedigkenlik, vasg) wve
enstrimanlar (6rnegin, iki medel tipi) tek faktdrli bir
yontemle idincelenmistir. Etkiler, hedef kosullardaki vyanit
degiskenligi ile faktdériyel tasarima gdre dedisen kosullardaki
yvanitlarin dediskenlidgine karsilastirilarak belirlenmistir.
Deneysel Tasarim

Asadidakiler, Yéntem Kontrolli vaklasimai igin rekombinant
moncklonal antikor proteinlerinin ylik heterojenligini izlemek
icin kullanilan Iyon Dedisim kosullarini tarif etmektedir. Bu

calismanin amaci, alti faktdrlu Plackett-Burman Deney Tasarimi
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kullanilarak test sadlamlidinin olgilmesi olmustur (Tablolar 9
ve 10) . Iincelenen faktérler, coziicl pH'si, son tuz
konsantrasyonu, kolon sicakligdi, akis hizi, enjeksiyon hacmi
ve tampon molalitesi olmustur. Bu calisma icin yanit
degigkenleri, nispi vyuzde ana tepe noktasi, Asidik ve Barzik
varyantlarini icermistir. Toplam 21 calisma
gerceklestirilmigtir, faktdr kosullarinda 12 ve Thedefte 9
calistirma vapilmistir.

Tablo 13

Dedgisken Parametreler

Akis |Gradyan
Tampon Enjeksiy [Sicakl Hiza sonlandar
Enjeksiyo Molarite |on Hacmi|ik (mL/dk |ma NaCl
n# Orunti pH [si (mM) [(pL) (c°) ) (mM)
1 Hedef |7,515,0 25 40 1,50 |90
0
2 (+——- 7,0104,7 22 37 1,53 85
+-) 5
3 (+- 7,6 04,7 28 43 1,53 |85
+++-) 5
4 Hedef |7,515,0 25 40 1,50 |90
0
5 (——+—— 7,3 14,7 28 37 1,47 95
+) 5
6 Hedef 7,515,0 25 40 1,50 90
0
7 (t++-- 7,6 5,3 28 37 1,47 |85
-) 5
8 Hedef |7,5|5,0 25 40 1,50 (%0
0
9 (—+++- |7,3 15,3 28 43 1,47 85
-) 5
10 (=+——- |7,3|5,3 22 37 1,47 |85
+-) 5

98




11 Hedef |7,515,0 25 40 1,50 |20
0
12 (—t- 7,315,3 22 43 1,53 95
+++) 5
13 Hedef 7.515,0 25 40 1,50 S0
0
14 (++——— 7,6 15,3 22 37 1,47 95
+) 5
15 Hedef |7,515,0 25 40 1,50 90
0
16 (+——+- 7,6 (4,7 22 43 1,47 85
+) 5
17 Hedef |7,515,0 25 40 1,50 20
0
18 (——+- 7,314, 7 28 37 1,53 95
++) 5
19 (-———+- [7,314,7 22 43 1,47 ]85
-) 5
20 Hedef |7,515,0 25 40 1,50 80
0
21 (+++++ 7,6 (5,3 28 43 1,53 95
+) 5
Tablo 10
Sonucglar
Oriintii Asidik %Ana $Bazik
(%)
Hedef 16,72 58,38 24,89
(+———+-) 16,37 57,79 25,84
(+—+++-) 16,44 57,84 25,772
Hedef 16,54 58,34 25,12
(——+——+) 16,22 59,20 24,58
Hedef 16,58 58,44 24,98
(+++-——-) 16 60 58,58 24,81
Hedef 16,57 58,86 24,57
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(—+++——) 16,29 59, 37 24,33

(—+——+-) 16,12 59,36 24,52

Hedef le, 34 58,45 25,20

(—+—+++) 15, 97 58,82 25,21

Hedef 16,70 58,16 25,14

(—++-——+) lg, 62 57,94 25,41

Hedef 16,63 58,79 24,58

(+——+—+) 16, 34 58,71 24,85

Hedef 16,54 59,05 24,41

(——+—++) 16,29 59,47 24,21

(———+—-) le¢,21 58,32 24,48

Hedef 16,46 58,32 25,22

(++++++) 16,40 58,64 24,96
Tablo 11. Sadlamlik Ozet Tablosu
Calismalar Kosullar Sonucglar
Cok dediskenli|Degerlendirme igin|Anlamli etki vok,
parametreler: cok dedigkenli|Sirasiyla ana pik, asidik

tasarim ve bazik bélgelerin en
Coziiciler A & B|Cdziicliler A&B  pH, |yiksek pik alanlari icgin
rH, 7.5 £ 0.15 £im IEC
Tampon Tampon Molalitesi 5|parametrelerinde 31,2, %0,9
Molaritesi + 0,3 mM ve %1,8 RSD degerleri,
(mM) ,
Kolen Sicaklidi|Kolon Sicakliga 40°
(°cy, + 3°C
Akis Hizi|Akis Hizi 1,50 =
(mL/dk}) 0,03 mL/dk
Enjeksiyen Enjeksiyon Hacmi 25
Hacmi (uL), * 3 ng
Tuz Kons. (mM) |Tuz Kons. 90 £ 3 mM
Aletten Alete|? alet (1 HPLC & 1|Anlamli etki vyok.
Ve Kolon Lot |UPLC) , 2 farkli|Sirasiyla ana pik, asidik
Defiskenligi recine lotu kolonu,|ve bazik bdlgelerin yiizde
tek analizci pik alanlari ig¢in 1iki alet
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ve bes kartustan %0,9, %1,0

ve %2,3 RSD dederleri.

Istatistiksel Analiz

Hedef yanit dederlerinin &rnedi, tim dedisken faktdrler hedef
kogullarda oldudunda ortaya c¢ikan dediskenlidi gbsterir.
Faktorivel yanit dederlerinin ornedi, coklu faktérler

kombinasyon halinde dedistid&inde ortaya ¢ikan dediskenligi

gdsterir.
Tablo 12
Faktoriyel Sartlar;

Hedef Sartlar; (n=9) (n=11)

% Asidik

Asidik |% Ana pik |%Bazik |(%) % Ana pik [3Bazik
Ortalama|lé,5 58,5 24,9 16,3 58,6 24,8
SD 0,1 0,3 0,3 0,2 0,6 0,5
%RSD $0,70 0,50% 1,23% |1,13% 1,06% 2,16%

Crtalama, standart sapma (SD) ve rdlatif standart sapma (RSD),
tim hedef ve DoE faktorivel vanit dederleri igin
hesaplanmistir. Her ne kadar hedef kosullar ve faktdriyel
faktdrler arasinda kucgilk farkliliklar gérilse de, izoformlarin
SD'leri wve RSD'leri Dbenzersiz derecede digiktir. Sonuclar
Sekiller 19-21'de gbsterilmistir.

Tipik olarak bir IEC wvalidasyonu ig¢in kabul edilebilir 3%RSD
limitleri: Ana Pik icgin < %5, Asidik ve Temel varvantlar icin
< %10 olmustur.

Tum faktoriyel kosullar, hedetf kosullarain sonuglarindan
hesaplanan 95/99 Tolerans Aralidi icindeki %Ana Pik ve %Temel
i¢in sonuglar iretir.

Iki faktériyel kosulu #10 (-+--+-) ve #12 (-+-+++), hedef
kosullardan hesaplanan disik 95/99 TI gereksiniminin
altindaki %Asidik wvaryant dederlerini Uretmistir. Dider tim
faktdérivel kosullar aralik icinde dederler Uretmistir.

95/99 TTI hedef kogullari disindaki dederler ireten kosullar,

testteki vyliksek hassasiyet dilzeyinin ve DoE c¢alismasinda
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sinirli kontrolstiz dediskenlidin (enstrimanlar & kolon) bir
sonucudur.

IEC ig¢in nermal 95/99 TI, Ana pik, Asidik ve Temel wvaryantlar
igin %3-5 aralidinda olabilir.

Malzemeler wve Yontemler

Platform Metodu Kontrelil (PMC) yaklasimini kullanarak klinik
Urtinlere yonelik protein wveya antikor ilac maddesinin, ilacg
Urlininin wveya toksikoledi matervalinin vyiklllt wvarvantlarina
kantifiye etmek. Platform Yo&ntem Kontrcli vyaklasimi, bu g¢ok
drinld katyon dedisgim kromatografisi yénteminde sistem
uygunludunun belirlenmesi ig¢in y&éntem kontrolil olarak temsili
bir antikor kullanir. Bu c¢ok Urinlil test prosediri, pozitif
bir net vylke sahip ©protein moleklillerine uygulanabilir
(vaklasik olarak pI > 7.2).

Ekipman ve Malzeme

1.1 HPLC sistemi: Tunable UV (TUV) 1ile Sular UPLC H-
Sinifi Bio; Waters 2487 dedektdril ile Waters Alliance 2695 ve
Waters 2489 UV/Vis dedektérll veya esdederi ile Waters Alliance
e2695.

1.2 Hat 1¢i UV dedektdri 280 nm'de izleme kapasitesine
sahiptir.

1.3 HPLC, sicakligi £+ 2 °C ayar noktasinda tutabilen bir
kolon b&lmesi icermelidir.

1.4 Pik alani entegrasyonu kKabiliyetine sahip elektronik
entegratdr veya bilgisayar sistemi.

1.52-8 °C'ye sodutma kabiliyetine sahip oto drnekleyici.

1.6 Kolon: ThermoFisher MabPacR SCX-10, 10um, 4 250 mm
(Thermeo, Urin no. 074625).

1.7 Sicaklik kompensasyonlu pH metre.

1.8 37 £ 2°C’'de 1sitma kabiliyetine sahip su banyosu.

1.9 Termometreler 1 °C bélimlil olarak kalibre edilmis ve
su banyolarina kismi daldirma ile kullanim ig¢in belirtilmistir.
Ayiraglar
NOT: Tarifler, nominal miktarlardaki ayirag¢ i¢indir ve test

gereksinimlerine gdre orantili olarak avarlanabilir.
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2.1HPLC analizi ic¢in uygun saf su (Super-Q veya esdeder)
2.2 Coéziicll A: bmM HEPES Tamponu, pH 7.5 0.1
HEPES Serbest Asit, ayiracg¢ sinifi (FW 238.3, Corning
CellGro; Uriin No. 61-034-RO), 1,87 g
HEPES Sodyum Tuzu, ayirag sinifi (FWw  2560.23,
SigmaAldrich; Uriin No. H3784), 1.87 g

Saf su 05 ila 3 L
Sayilan kimyasallari, vaklasik 2900 mL saf su ile kademeli bir
silindirde birlegtiriniz. Codzinene kadar karistiriniz. QS 1ila
3 L ile saf su ve pH’1 &lgiiniz. pH'nin ortam sicakliginda. 7.5
0.1 oldudjunu teyit ediniz. pH'nin belirtilen aralik disinda
olmasi halinde, atiniz ve preparasyonu tekrarlayiniz. Bir 0,2-
um’ lik membran igerisinden filtreleyiniz.

2.3 Cdzicl B: Cdzliucl A iginde 100mM Scdyum Klorir

Sodyum Klorur (FW 58,44 J. T. Baker Kat. No. 35624-01

veya esdeder), 5,844 g Coziici A (Adim 2,2) gs ila 1 L
Bir mezirdeki sodyum kloriirii, vaklasik 450 mL A Coziicisl ile
birlestiriniz wve c¢&ziinene kadar karistiriniz. Céziicii A ile QS
ila 1 L ve bir 0,Z2- m’1lik membrandan filtre ediniz.

2.4 Cozicl C: Cozlcl A iginde 1M Sodyum Klorir

Sodyum Klorir (FW 58,44 J. T. Baker Kat. No, 3624-01),
29,22 g
C&ziictt A (Adim 2,2) gs ila 500 mL
Bir mezirdeki sodyum kloriiri, vaklasik 450 mL A (Cdzuclsl ile
birlestiriniz ve c¢dzlinene kadar Kkaristairiniz. Cozlici A ile @S
ila 500 mL ve bir 0.2- m'"lik membrandan filtre ediniz.

2.5 Kolon Depolama Cdzeltisi: Cozici B, pH 7.5 £+ 0.1
icinde %0,05 Sodyum Azid, DIKKAT: Sodyum azit, oldukca toksik
ve mutageniktir. Tozu solumaktan kacininiz ve cilt ile temasi
dnleyiniz (¢cilt ile kolayca emilir).

Sodyum Azid (FW 65,01,EM Science (0066884R veya
esdeder), 2,25 g; Coézici B (Adim 2,2}, gs ila 500 mL
Sodyum azidi, vaklasik 450 mL Solvent B ile meziir icerisinde

birlegtiriniz wve ¢Gzlinene kadar karigtiriniz. C(odzici B ile
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solilsyonu 500 mL'ye tamamlayiniz ve 0,22 m'lik bir membrandan
suzuniz.

2.6 Kolon wve sistem temizleme ¢dzeltisi: 0,1N sodyum
hidroksit (JT Baker 5636-02), asagidaki adim basina
hazirlayiniz:

IN NaCH 100uL
Satf su 200 L
Sayilan kimyasallari birlestiriniz ve ivice karistiriniz.

2.7 Ornek ve Referans Standart formilasyon tamponu

2.8 %10 Polisorbat 20 Stodgu (a/h)

Polisorbat 20 (Pelisorbat™ 20, Sigma Kat. P7949 veya
egdederi) 10 g, Saf Su, gs ila 100 mL

Poliscorbat 20'yi dodrudan darasi alinmis bir mezlr
i¢inde tartiniz. Surfaktan ile silindirin boynunun temas
etmesinden kag¢ininiz. Dikkatli bir sekilde gs ila 100mL saf su
ekleyiniz, kabarcik  olusumundan kacininiz. Manyetik  bir
karigtirma cubudunu vyavagga silindire indiriniz. Tim vizey
aktif madde c¢dzllene kadar ¢dzeltiyi 15-20 dakika karistiriniz.

2.9 Yontem Keontrol formUlasvyon tamponu
MALS  Formilasyon Tamponu: 20 mM Histidin HCIL, 120 mM
stikroz, %0,02 polisorbat 20, pH &.0 0,3

L-Histidin HC1l, monochidrat (FW 209,6}) 2,31 g

L-Histidin, serbest baz (FW 155,2) 1,40 g

Sikroz {FW 342,3) 41,08 g

Polisorbat 20 0,20 g

veya %10 Polisorbat 20 (a/h) stok ¢dzeltisi 2,0 mL

Saf su gs ila 1,0 L
Listelenen kimyasallara vaklasik 800 mL saf su ile
birlestiriniz ve ¢dzlnene kadar karistiriniz. pH’'nin 6.0 £ 0.3
oldugunu teyit ediniz. pH’nin belirtilen aralik disinda olmasi
halinde, atiniz wve preparasyonu tekrarlayiniz. Cdzeltiyi saf
su ile 1,0 L'ye gs ediniz. BRir ? 0,45-?m membranindan
filtreleyiniz.

2.105 mg/mlL Karboksipeptidaz B, DFP ile islenmig (Roche
103233} wveya esdegeri, 150 U/mg’nin yakin etkinlikte
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2.111 mg/mL CpR
5 mg/mL Karboksipeptidaz B, DFP ile iglenmig 20 ulL
Saf su 80 L
Dogru sekilde 5 mg/mL Karboksipeptidaz B’yi saf suya ilave
ediniz. 5 mg/mL'den bagka satin zlinan Karboksipeptidaz B
konsantrasyonlar:t igin, 1 mg/mL'lik bkir son konsantrasyonun
saglanmasi 1¢in hacimlerde ayarlamalar vapilabilir. Taze
hazirlayiniz.
véntem Kontrolii, Ornek, Referans ve Formilasyon Tamponu Bos
Preparasyon
3.1 Yéntem EKontrolil (MAb8), Nominal konsantrasyon: 50
mg/mL
Yoéntem Kontrcliini, ¢dzlicdi A ile (Adim 2.2) vaklasik 2,0
mg/mL'1ik bir nihali konsantrasyona kadar seyreltiniz (drnedin,
50 mg/mlL Y&ntem Kontrolil igin, 40 ul érnek ve 960 nulL CoHziici A
ile birlestiriniz).
3.2 Yéntem kontrolll bos
Adim 3.1'deki ayni seyreltim semasini kullanarak Y&ntem
Kontrolli formilasyon Tamponunu Coziicll A ile seyreltiniz.
3.3 Ornek ve referans standart preparasyonu
Ornek(ler)i wve referans standardi Cdézicl A ile 2 mg/mL'ye
seyreltiniz.
3.4 Ornek ve referans standart bos preparasyonu
32.4.1Adam 3.4 1le ayni dillisyon semasini kullanarak
drin i¢in formillasyon tamponunu seyreltiniz.
3.5 Veri sayfasi lizerine seyreltimleri kaydediniz.

3.6 CpB  Sindirimiyle Ornek Hazirlama CpB sindirim

gereksinimleri icin Uriine Ozgl Bilgi ve Talimatlara
inceleyiniz.
3.6.18eyreltilmis yontem kontroli, Ornek{ler},

referans standardi ve formilasyon tamponu bosuna, bir 1 mg/mL

CpB (step 2.12) %1 (a/a) 1ilavesi vyapiniz (Srnedin, 20 L 1

mg/mL CpB’yi 1000 L 2.0 mg/mL o6rnede ilave ediniz).
3.6.2Yavagga vorteksleyiniz wve CpB ile isglenmisg

yontem kontroli, numune {(ler), referans standarda ve
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formiilasyon tamponu beosuna 20 t+ 2 dakika siireyle 37 + 27 °C'de
enkiibe ediniz.
3.6.3Veri sayfasi lizerine preparasyonlari kaydediniz.
3.7 Seyreltilmis Yoéntem Kontrolii, Referans Standardi,
numune {ler) ve formulasyon tamponu boslarini znaliz ig¢in uygun
siselere aktariniz.
3.8 HPLC analizi, numune hazirlanmasindan sonraki 48
saat 1g¢inde tamamlanmalidir. Numuneler, analizlerden ©&nce 2-
8 °C'de saklanmalidir.
Kromatografik Sartlar
4,1 Her iki Waters' HPLC aletleri igin ortak
kromatografik kogullar:
4.1.1AK13s hizi: 1,5 mL/dk
4.1.20tomatik drnekleyici sicakligi: 5 + 3°C
4.1.3Kelon sicakligi: 40 = 2°C
4.1.40V saptama dalgaboyu: 280 nm
4.1.5Enjeksiyon hacmi: 2% L (~50 qg)
4.2 Water's Aqgcuity H-sinifi UPLC wve c¢oklu dalga boyu
veya diyot dizi dedektédrleri icgin cihaz avari
4.2.181f1r offset analog ¢ikigi: %5
4.2.286niimleme analog ¢ikisi: 500 mAU
4.2.3Y1kama ayarlari: Idne yikamasi ile enjeksiyon
(310 IPA)
Pre-Enjekte 10s
Post-Enjekte Z20s
4.2.4Cizme ve dadgitaim hizi: 100uLl/dk
4.2.5Ivme 2,0 mL / dk / 0,02 dk (100 mL/dk/dk)
4.2.6Dedektdr ayarlara
4.2.6.1 Onekleme Orani: 1 pt/saniye
.6.2 Filtre: Hamming

1N

2
.2.6.32 Zaman Sabiti 1,0
2

Y

.0.4 Oran Minimumu Minimum Oran 0,00
Maksimum Oran 2,00

4,.2.6.5 0Otc Si1fir Kanal A: (Zazman 0 ve Zaman

50)
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4.2.6.6
4.3 Waters 2487 Dedektdri

HPLC ig¢in Alet ayari

4.3.15trok hacmi:

Duvarlilik:

igcin Waters

100 pL

2,000 AUFS

Alliance

Oto

(e) 2695

Sifir

5 4,3,2Tgne Yikama Siiresi: Genisletilmis ( %10 IP A)
4.3.3S%0lvent gazi giderme: "con" modunu acg
4.3.4Ivme 10,0 mL / dk / 0,1 dk (100 mL/dk/dk)
4.3.5Cizme ve dagitaim hizi: Yavas (50ul dak)
4.3.6Dedektdr avarlara

10 4,.3.6.1 Onekleme Crani: 1 pt/saniye

4.3.6.2 Filtre: Hamming

4,3.6.3 Zaman Sabiti 1,0

4.3.6.4 Oran Minimum 00,1000
4.3.6.5 Zaman 0 ve Zaman 50'de

15 Kanal A

1,3.6.6 Duyarlilik: 2,000 AU
4.4 Gradyan:
Tablo 13
Sire (dk) [ A |%B %C Akis Hizi (mL/dk)
0,0 100 [©,0 (0,0 1,5
3,0 100 [©,0 |0,C 1,5
37,0 10,0 (90,0 0,0 1,5
37,1 0,0 0,0 100 |1,5
40,0 0,0 10,0 (100 |L,5
40,1 100 ©,0 0,0 1,5
50,0 100 0,0 0,0 1,5

Alet Hazirlama

200 5.1 HPLC kullanimi ic¢in uygun usulleri takip ediniz

5.2 Igne vyikama

hattina

510

borulara ~20mL uygun ¢&zlicll basiniz.

Kolon temizleme ve hazirlama

6.1 Asadidaki

IFP A dahil

izokratik program Xxullanilarak

25 kolon yikamasi yapiniz.

Tablo 14

107

olmak Uzere,

sistem wve

100pL 0,1N NaCH enjekte ediniz.



10

15

20

25

30

Stire (dk) |Akis % Coézilclls  Cozlci
(mL/dk) B B

0 1,5 50 50

3 1,5 50 50

6.2 Adim 6.1'1i en az bes (5) kez tekrarlayin.

6.3 Adim 6.,1'de izokratik pregrami kullanarak, 100ul
Solvent A'va tek bir enjeksivyon vyapin.

6.4 Adim 4.4"teki gradyan programinin baslangig
kosullarinda kolonu (%100 g¢dzuci, 1,5 mL/dk’da} ~20 dakika
veya sabit bir taban gizgisi gdzlemlenene kadar dengeleyin.
Enjeksiyvon Preotokolil

7.1 Tavlama: En az 2 enjeksivyon ic¢in tutarla
kromatogramlar gdzlenene kadar CpB sindirimi olmadan Yé&ntem
Kontroliini enjekte ediniz. Asidik b&lgenin, ana tepe
ncktasinin ve temel b&lgenin ¢ozunurligl, tipik
kromatogramlarla gdrsel inceleme yoluyla tutarli olmalidar.

7.2 CpB sindirimsiz Platform Ydntem  Kontroli (tek
enjeksiyon)

7.3 Yontem Kontrolll igin formiilasyon tamponu bos

Referans Standardi* (tek enjeksiycn)

Referans Standardi* (tek enjeksivyon)

e e |

4

.5 Ornek(ler)* (cift enjeksiyon)
6
7

Referans Standart (lar) icin formiilasyon Tamponu
bosluk(lar)i1 * (tek enjeksiyon)

7.8 CpB sindirimsiz Platfeorm  Yontem  Kontroll (tek
enjeksiyon)

* CpB’1li veya CpB’siz, Urin cnaylanmis ise.
NOTLAR: 1) Eger formiilasyon tamponlari Referans Standart ve
numune icin farklivsa, Referans Standart wve oOrnek icin avri
bogslari enjekte ediniz.

2) Yontem Kontrolii arasinda 157ten fazla enjeksiyon
(Referans Standartlari ve ilgili {irin formilasyonu ara
bosluklari dahil) gerekiyorsa, her bir 15 enjeksiyonun arasina
Y&ntem Kontrolll enjeksivyvonlari koyunuz. Test wveri sayfasinin

sistem uygunluk boliminde, rapor edilen Ornek (ler) i
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destekleyen sadece Yéntem Kontroli enjeksiyonlarini
rapcorlayiniz.

3} Referans Standardi bir &ornek olarak kabul edilir wve
test seansinin sistem uygunludunu dederlendirmek icin
kullanilmaz.

Kolon Kapatma ve Depolama

Koleonu, en az 30 mlL Kolen Saklama Cézeltisi 1ile vyikayarak
muhafaza ediniz (Adim 2.4).

Sistem Uygunludu

NOT: Ydntem Kontrolll igin, Yéntem Kontrol profillerini, Ydntem
Kontrol formiilasyon tamponu ile kaplayarak entegrasyon ug
noktalarini belirleyiniz. Ortiisen profilleri genisletiniz wve
boslugu Yontem Kontrel profilleriyle karsilastirarak
entegrasyonun ug¢ ncktalarini belirleyiniz.

9.1 Proteine atfedilen tim pikleri entegre ediniz.
Bosluktaki karsilik gelen pik, PMC'deki tepe noktasinin < %$1'i
olmadidlr slrece, Ybntem Kontrolid formilasvyon tamponu bos
kromatogramlarinda mevcut olan herhangi bir piki dahil
etmeyiniz.

9.2 Birbiriyle ve tipik kromatografik profillerle
bEloklama Yéntem Kontreli enjeksiyonlarinin kromatogram
profillerinin tutarliligini gdrsel olarak dodrulayiniz. Tipik
kromatogramlardaki tim isimlendirilmis pikler mevcut olmaladair.
NOT: Adlandirilmis tTepe noktalarinin prefilleri, kolon ve
enstriman dediskenlidi nedeniyle &rnek profillerden tepe
seklinde biraz farkli olabilir,

9.3 Her bloklama Yontem Kontrolii enjeksiyconu ic¢in ana
tepe noktasai, asidik bdélge ve temel bdélge yvilzdesini

hesaplayiniz.
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9.4 Sistem uygunludgu Aralidi
Tablo 15. CpB ile iglenmemis Y&ntem Kontrolll ig¢in kabul

edilebilir sistem uygunludu aralida

Asidik Ana Pik Bazik

Bolge Bdlge
Kabul edilebilir % Pik/1:.5 vel55.5 vel2l.3 ve
Alan Araliga 17.7 61.4 28.6

9.5 Sistem uygunluk wveri sayfasindaki kayit sonuglari.
Veri Analizi

10.1Her iki numune ve Referans Standart
kromatogramlarindaki pikleri tanimlamak ig¢in profilleri gdrsel
olarak karsilastirin.

10.2Proteine atfedilen tum pikleri entegre ediniz.
Bosluktaki karsilik gelen pik, PMC'deki tepe noktasinin < %1'1
olmadida stirece, irin formiilasyon tTamponu bos
kromatogramlarinda mevcut olan herhangi bir piki dahil
etmeyiniz.
NOT: Entegrasyon ug¢ noktalarini belirlemek ig¢in, numune{ler}i
ve Referans Standart profillerini iiriin formiilasyonu arabelledi
bosluu ile &rtiistiiriiniiz. Ortiistiriilen profilleri genisletiniz
ve Urin formilasyon tamponu bosunu &rnek(ler)le ve Referans
Standart prefillerle kargilastirarak entegrasyonun ug
noktalarini tespit ediniz.

10.3Ana pik, asidik bdlge ve temel bdélgenin en vyiiksek
pik alanini hesaplamak 1di¢in her bkir &rnedin ve Referans

Standart enjeksiyonunu analiz ediniz.
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