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OZET
ANTI-TROP2 ANTIKOR-ILAC KONJUGATI

Anti-timdr etki ve glvenlik agillarindan mikemmel olan, bir mikemmel terapdtik etkiye
sahip olan bir anti-tumor ila¢ saglamak amagclanir. Burada asagidaki formul ile temsil
edilen bir anti-timér bilesiginin asagidaki formiil ile temsil edilen bir yapiya sahip olan
bir baglayici vasitasiyla bir anti-TROPZ2 antikoruna konjuge edildigi bir antikor-ilag
konjugati saglanir;  -L'-L2-LF-NH-(CH2)n'-L?*~(CH2)n>-C(=0)-, burada anti-TROP2
antikoru L"in ucuna baglanir ve anti-timor bilesigi bir badlama pozisyonu olarak
pozisyon 1'deki amino grubunun nitrojen atomu ile -(CH2)n?-C(=0)- kisminin karbonil

grubuna baglanir.
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iISTEMLER

Bir antikor-ila¢ konjugati olup, burada asagidaki formul ile temsil edilen bir anti-

timor bilesigi:

asagidaki formdl ile temsil edilen bir yapiya sahip olan bir baglayici vasitasiyla
anti-TROP2 antikorunun bir mentese pargasinda bulunan bir disiilfit bad
kisminda olusturulan bir tiyoeter bag ile bir anti-TROP2 antikoruna konjuge

edilir;

-L'-L2-LP-NH-(CH2)n-L(CH2)n%C(=0)-

burada anti-TROP2 antikoru L1'in ucuna baglanir, anti-timér bilesigi baglama
pozisyonu olarak pozisyon 1'deki amino grubunun nitrojen atomu ile -(CHz)n?-
C(=0)- kisminin karbonil grubuna baglanir,

burada

n', O ila 6 araligindaki bir tam sayiy! temsil eder,

n?, O ila 5 araligindaki bir tam sayiy temsil eder,

L', -(Suksinimid-3-il-N)-(CH>)n*-C{=0)-"yu temsil eder,

burada n?, 2 ila 8 araliindaki bir tam sayiy1 temsil eder,

L2, -NH-(CH2CH-O)n*-CH2CH2-C(=0)-'yu veya bir tekli bag! temsil eder,

burada n?, 1 ila 6 arali§indaki bir tam sayly! temsil eder,

L®, -GGFG-'nin bir tetrapeptit rezidilsiinii temsil eder,

L?, -O-'yu veya bir tekli bagi temsil eder ve

-(Suksinimid-3-il-N)-, asagidaki formul ile temsil edilen bir yapiya sahiptir:
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bu, bunun pozisyon 3'Unde anti-TROP2 antikoruna baglanir ve pozisyon 1'deki
nitrojen atomu Gzerinde bu yapiyi iceren baglayici yapidaki bir metilen grubuna
baglanir,

burada anti-TROP2 antikoru bunun agir zincir degisken bdlgesinde SEQ ID NO:
23'Un amino asit dizisinden olusan CDRH1, SEQ ID NO: 24'lUn amino asit
dizisinden olusan CDRH2 ve SEQ ID NO: 25'in amino asit dizisinden clusan
CDRH3 ve bunun hafif zincir degisken bdlgesinde SEQ ID NO: 26'nin amino
asit dizisinden olusan CDRL1, SEQ ID NO: 27'nin amino asit dizisinden olusan
CDRLZ ve SEQ ID NO: 28'in amino asit dizisinden olugsan CDRLS3 igerir.

. Istem 1'e gore antikor-ilag konjugati olup, burada -L'-L2-LP-NH-(CHz)n'-L?-

(CH2)n?-C(=0)-'va baglanmis bir ilaca sahip olan ilag-badlayici yapi kismi,
asagidaki gruptan secilen bir ilag-bagdlayici yapidir:

- (SUksinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-D X),

- (SUksinimid-3-il-N}-CH2CH»-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH-C(=0)-(N H-DX),

- (SUksinimid-3-il-N)-CH2CH;CH2CH:CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH-C(=0)-
(NH-DX),

- (Suksinimid-3-il-N)-CH;CH,CH2CH:CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CH.-
C(=0)-(NH-DX),

- (SUksinimid-3-il-N)-CH2CH>CH>CH2>CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2C
HoCH2-C(=0)-(NH-DX),

- (Siksinimid-3-il-N)-CH2CH>CH:CH>CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH»-O-CH»-C(=0)-
(NH-DX),

- (Siiksinimid-3-il-N)-CH,CH2CH,CH;CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH.-0-C  Hy-
C(=0)-(NH-DX),

- (Suksinimid-3-il-N)-CH.CH.-C{=0)-NH-CH.CH_-O-CH,CH,-O-CH,CH, -C(=0)-
GGFG-NH-CH.CH-C(=0)-(NH-DX),

- (Siiksinimid-3-il-N)-CH>CH>-C(=0)-NH-CHCH>-O-CH2CH2-O-CH,CH; -C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),

- {Sliksinimid-3-il-N}-CH>CH2-C(=0)-NH-CH>CH.-O-CH>CH;-O-CH,CH; -O-
CH2CH3-0-CH2CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH.CHa-C(=0)-(NH-DX) ve

- (Siksinimid-3-i-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CHzCH5-O-CHCHz-O-CHzCH; -O-
CH,CH;-0-CH;CH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH;CHa-C(=0)-(NH-DX);
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burada -(Suksinimid-3-il-N)-, asagdidaki formdl ile temsil edilen bir yapiya
sahiptir:
@]

i/

O

it
Q

-~

bu, bunun pozisyon 3'iinde anti-TROP2 antikoruna baglanir ve pozisyon 1'deki
nitrojen atomu lzerinde bu yapiyi iceren baglayici yapidaki bir metilen grubuna
baglanr,

- (NH-DX), asagidaki form(l ile temsil edilen bir grubu temsil eder:

E_
PN h
Mg _J',:J' . J -, .Q
J L | N

Froox N '\'("Q-‘ /:*‘\
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burada pozisyon 1'deki amino grubunun nitrojen atomu bir badlama
pozisyonudur ve

-GGF G-, -Gly-Gly-Phe-Gly-'nin bir tetrapeptit rezidiisiinli temsil eder.

. istem 2've gére antikor-ila¢ konjugati olup, burada ilag-baglayici yapi kismi

asagidaki gruptan secilen bir ilag-bagdlayici yapidir:

- {Suksinimid-3-il-N)-CH,CHCH,CH>CH:-C(=0}-GGF G-NH-CH;-O-CHz-C(=0)-
(NH-DX),

- (Suksinimid-3-il-N)-CH,CH2CH2CH,CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>CHz-O-CHo-
C(=0)-(NH-DX) ve

- (Siiksinimid-3-i-N)-CH2CHz-C(=0)-NH-CH2CH3-0-CH3CH3-O-CHsCH -C(=0)-
GGFG-NH-CH:CH2CH,-C(=0)-(NH-DX).

. Istem 3'e gdre antikor-ilag konjugati olup, burada ilag-baglayici yapi kismi

asagidaki bilesiktir;
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- (Stiksinimidil-3-il-N)-CH2CH,CH;CH2CH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CHo-
C(=0)-(NH-DX).

. Istem 3'e gére antikor-ila¢ konjugat olup, burada ilag-baglayici yapi kismi

asagidaki bilesiktir:

- (Siksinimidil-3-il-N)-CH2CH2CH2CH,CHo-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,-O-CH,-
C(=0)-(NH-DX).

. Istem 3'e gére antikor-ila¢ konjugatl olup, burada ilag-baglayici yapi kismi

asagidaki bilesiktir:

- (Suksinimidil-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CH,CH3-0-CH;CH;-O-CH,CH: -
C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX).

. istemler 1 ila 6’dan herhangi birine gére antikor-ilag konjugati olup, burada anti-

TROPZ2 antikoru agagidaki gruptan segilen bir agir zincir ve bir hafif zincir icerir;
SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlar 20 ila 140 arasindaki amino asit dizisinden
olugan bir adir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlarn 21 ila
122 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir dedisken bolgesi,
SEQ ID NO: 14'in pozisyonlar 20 ila 140 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir agir zincir degisken bolgesi ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlar 21 ila
129 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir degisken bdlgesi,
SEQ ID NO: 14'an 20 ila 140 arasindaki pozisyonlarinin amino asit dizisinden
olugan bir agir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 20'nin pozisyonlari 21 ila
129 arasindaki amino asit dizisinden olugan bir hafif zincir degigken bdlgesi ve
SEQ ID NO: 16'nin pozisyonlar 20 ila 140 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir adir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 22'nin pozisyonlan 21 ila

129 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir degisken bdlgesi.

. Istemler 1 ila 6’dan herhangi birine gére antikor-ilag konjugati olup, burada anti-

TROP2 antikoru asagidaki gruptan secilen bir adir zincir ve bir hafif zincir i¢erir;
SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlan 20 ila 470 arasindaki amino asit dizisinden
olugan bir agir zincir ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlan 21 ila 234 arasindaki

amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir, SEQ ID NO: 14'(n pozisyonlarn 20
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ila 470 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir adir zincir ve SEQ ID NO:
18'in pozisyonlari 21 ila 234 arasindaki amino asit dizisinden olugan bir hafif
zincir, SEQ ID NO: 14'Un pozisyonlan 20 ila 470 arasindaki amino asit
dizisinden olusan bir adir zincir ve SEQ ID NO: 20'nin pozisyonlan 21 ila 234
arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir ve

SEQ ID NQO: 16'nin pozisyonlari 20 ila 470 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir agir zincir ve SEQ ID NO: 22'nin pozisyonlari 21 ila 234 arasindaki

amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir.

istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gére antikor-ilag konjugati olup, burada anti-
TROP2 antikoru SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlar 20 ila 140 arasindaki amino
asit dizisinden olusan bir agir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 18'in
pozisyonlan 21 ila 129 arasindaki amino asit dizisinden olugan bir hafif zincir

degisken bdlgesi icerir.

istemler 1 ila 6'dan herhangi birine gére antikor-ilag konjugati olup, burada anti-
TROPZ antikoru SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlar 20 ila 470 arasindaki amino
asit dizisinden olusan bir agir zincir ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlari 21 ila 234

arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir igerir.

istem 8'e gore antikor-ilag konjugati olup, anti-TROP2 antikoru agir zincirin

karboksil ucunda bir lizin rezidiisiinden yoksundur.

istem 10'a gére antikor-ilag konjugati olup, anti-TROP2 antikoru agdir zincirin

karboksil ucunda bir lizin rezidusinden yoksundur.

istemler 1 ila 12'den herhangi birine gore antikor-ilag konjugati olup, burada her
bir antikor igin konjuge edilmis secilmis bir ilag-baglayici yapinin birimlerinin bir

ortalama sayisi 2 ila 8 olan bir aralik igindedir.

Istemler 1 ila 12'den herhangi birine goére antikor-ilag konjugati olup, burada her
bir antikor icin konjuge edilmis secilmig bir ilag-baglayici yapinin birimlerinin bir

ortalama sayisi 3 ila 8 olan bir aralik i¢indedir.
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Bir ila¢ olup, istemler 1 ila 14'ten herhangi birine gdre antikor-ila¢ konjugatini,

bunun bir tuzunu veya bunun bir hidratini icerir.

Bir anti-timdr ilaci ve/veya anti-kanser ilaci olup, istemler 1 ila 14’ten herhangi
birine gére antikor-ilag konjugatini, bunun bir tuzunu veya bunun bir hidratini

icerir.

istem 16'va gére anti-tiimér ilaci velveya anti-kanser ilaci olup, akciger
kanserinin, bobrek kanserinin, Grotelyal kanserin, kolorektal kanserin, prostat
kanserinin, gliyoblastom multiformun, ovaryan kanserin, pankreatik kanserin,
meme kanserinin, melanomun, karaciger kanserinin, idrar kesesi kanserinin,
gastrik kanserin, servikal kanserin, bag ve boyun kanserinin veya d&zofajiyal

kanserin tedavisinin bir yonteminde kullanim igindir.

Bir farmasoétik bilesim olup, bir aktif bilesen olarak istemler 1 ila 14'ten herhangi
birine goire antikor-ilag konjugatini, bunun bir tuzunu veya bunun bir hidratini ve

bir farmasotik olarak kabul edilebilir formilasyon bilegeni icerir.

istem 18'e gére farmasotik bilesim olup, akciger kanserinin, bdbrek kanserinin,
Urotelyal kanserin, kolorektal kanserin, prostat kanserinin, gliyoblastom
multiformun, ovaryan kanserin, pankreatik kanserin, meme kanserinin,
melanomun, karaciger kanserinin, idrar kesesi kanserinin, gastrik kanserin,
servikal kanserin, bas ve boyun kanserinin veya 6zofajiyal kanserin tedavisinin

bir ydnteminde kullanim igindir.
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TARIFNAME
ANTI-TROP2 ANTIKOR-ILAC KONJUGATI

Teknik Alan

Mevcut bulug, bir baglayici yapi kismi vasitasiyla bir anti-TROP2 antikoruna konjuge
edilmis bir anti-tmor ilacina sahip olan, bir anti-timdr ilaci olarak yararli olan, bir

antikor-ilag konjugati ile ilgilidir.

Teknigin Alt-yapisi

Bir antikora konjuge edilmis sitotoksisitesi olan bir ilaca sahip olan, antijeni kanser
hicrelerinin  bir ylUzeyi Uzerinde eksprese edilen ve aynl zamanda hicresel
icsellestirme yapabilen bir antijeni de badlayabilen ve bundan dolay ilaci selektif bir
sekilde kanser hiicrelerine aktarabilen ve boylelikle kanser hucrelerinde ilacin
birikmesine neden olmasi ve kanser hiicrelerini dldirmesi beklenen bir antikor-ilag
konjugati (ADC) (bakiniz, Patent-digi Literatir 1 ila 3). Bir ADC olarak, burada
kalikeamisinin bir anti-CD33 antikoruna konjuge edildidi Mylotarg {Gemtuzumab
ozogamisin (tescilli marka)), akut miyeloid Idsemi igin bir terapGtik ajan olarak
onaylanir. llaveten, burada auristatin E'nin bir anti-CD30 antikoruna konjuge edildigi
Adcetris {Brentuksimab vedotin (tescilli marka)) yakin tarihlerde, Hodgkin lenfomasi ve
Anaplastik blyuk hicreli lenfoma igin bir terapétik ajan olarak onaylanmistir (bakiniz,
Patent-digi Literatiir 4). Simdiye kadar onaylanmis olan ADC'lere dahil edilen ilaglar
DNA'y1 veya tibulini hedef alir.

Bir anti-timdr, dusuk-molekiler-agirlikli bilesiklere iligkin, kamptotesin turevleri, bir anti-
tomoér etki gostermek igin topoizomeraz I'i inhibe eden bilesikler, bilinir. Bunlar
arasinda, asagidaki formil ile sunulan bir anti-timdor bilesigi (ekzatekan, kimyasal adu:
(1S,98)-1-amino-9-etil-5-floro-2, 3-dihidro-9-hidroksi-4-metil-1H, 12H-

benzo[de]pirano[3',4".6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-10,13(2H,15H)-dion), kamptotesinin

bir suda ¢dziinebilen tirevidir (Patent Literatiirii 1 ve 2):
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[Formdl 1]

Klinik kosullarda glincel olarak kullanilan irinotekandan farkl olarak, bu bilesik bir anti-
timor etki uygulamak igin bir enzim tarafindan bir aktivasyon gerektirmez. ilaveten,
topoizomeraz | Gzerindeki inhibitér aktivite, ayni zamanda klinik kosullarda da kullanilan
irinotekanin ve topotekanin bir ana farmasodtik olarak etkin maddesi olan SN-38'e
kiyasla daha yUksektir ve cesitli kanser hiicrelerine karsi daha ylksek in vifro sitosidal
aktivite elde edilir. Ozel olarak, bu P-glikoproteininin ekspresyonundan dolayr SN-38'e
veya benzerlerine dirence sahip olan kanser hiicrelerine karsi etki gosterir. llaveten, bir
insan timora subkitan olarak nakledilmis fare modelinde, bu bir giglt anti-timor etki
gbstermistir ve bundan dolayl klinik g¢alismalar gegirmistir ancak heniliz pazara
koyulmamistir (bakiniz, Patent-digi Literattrler 5 ila 10). Ekzatekanin bir ADC olarak

etkili bir sekilde etki edip etmedigi belirsizligini korur.

DE-310, burada ekzatekanin bir GGFG peptit aralayici vasitasiyla bir biyolojik olarak
parcalanabilen karboksimetildekstran polialkol polimerine konjuge edildigi  bir
komplekstir (Patent Literatiri 3 ve Patent-disi Literatirler 30 ve 31). GGFG
tetrapeptidini iceren peptit aralayicilar Patent-digi Literatir 32'de tartisilir. Ekzatekani
bir polimer én-ilacin bir formuna dénigtirme ile, bir yiksek kanda alikonulma &zellidi
idame ettirilebilir ve ayrica bir timér alanina bir yiiksek hedeflenebilen ozellik tGimor
icinde vyeni olusturulan kan damarlarimin  arttinlmis  gegirgenliginden ve timor
dokularinda alikonulma ozelliginden yararlanma ile pasif bir sekilde arttirihr. DE-310 ile,
peptit aralayicinin enzim tarafindan bir klevaji yoluyla, ekzatekan ve bir amino grubuna
badlanmis glisini olan ekzatekan bir ana etkin madde olarak sirekli bir sekilde salinir.
Sonug olarak, farmakokinetikler iyilestirilir. Klinik-dis1 galismalarda cgesitli tUmor
degerlendirme modellerine gare buna dahil edilen ekzatekanin toplam miktarinin tek
basina ekzatekanin uygulanmasi durumuna kiyasla daha dasik olmasin ragmen, DE-
310'un tek basina uygulanan ekzatekana kiyasla daha yuksek etkilili@e sahip oldugu
bulunmustur. DE-310 icin bir klinik calisma gerceklestiriimistir ve ayni zamanda burada
ana etkin maddenin normal dokulara kiyasla bir timdrde biriktigini 6ne siiren bir

raparun var oldugu etkili olgular da konfirme edilmistir, bununla birlikie, burada ayni
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zamanda DE-310'un ve ana etkin maddenin bir timdr icinde birikiminin insanlarda
normal dokulardaki birikimden ¢ok farkh olmadigini ve boéylelikle insanlarda herhangi
bir pasif hedeflemenin gdzlemlenmedidi bir rapor da vardir (bakiniz, Patent-dig
Literatlrler 11 il 14). Sonu¢ olarak, DE-310 da ticarilestiriimemistir ve ekzatekanin bu
tarz hedeflemeye yonlendiriimis bir ilag olarak etkili bir sekilde etki edip etmedidi

belirsizligini korur.

DE-310 ile ilgili bir bilesik olarak, burada -NH-(CH2)4-C(=0)- ile temsil edilen bir yapi
kisminin bir aralayici yapi olarak kullanilan -GGFG-NH-(CH2)s-C(=0)- olugturmak igin -
GGFG-aralayici ve ekzatekan arasina yerlestirildigi bir kompleks de bilinir (Patent
Literatirda 4). Bununla birlikte, s6z konusu kompleksin anti-timaor etkisi hi¢ bir sekilde

bilinmez.

insan TROP2'si (TACSTD2: timér-iliskili kalsiyum sinyali ileticisi 2, GA733-1, EGP-1,
M181; bundan sonra, hTROP2 olarak ifade edilir), 323 aming asit rezidiislinden olusan
bir tek-gecisli transmembran tipi 1 hiicre membrani proteinidir. Insan trofoblastlar ve
kanser hdcreleri icin ortak olan, immin dirence dahil edilen bir hicre membrani
proteininin varlig1 (Patent-digi Literatiri 15) énceden éne surdlmis iken, bir insan
koriyokarsinomu hicre hattinda bir hiicre membrani proteinine kars) bir monoklonal
antikor (162-25.3 veya 162-46.2) tarafindan taninan bir antijen molekild tanimlanmistir
ve insan trofoblastlarinda eksprese edilmis molekillerin biri olarak TROPZ2 olarak
gosterilmistir  (Patent-digi Literatir 16). Bu molekil ayrica daha sonra, baska
arastirmacilar tarafindan da bulunmugtur ve ayni zamanda bir gastrik kanser hiicresi
hatti ile imminizasyon ile elde edilen bir fare monoklonal antikoru GA733 tarafindan
taninan bir tumér antijeni GA733-1 (Patent-cigi Literatir 17) veya kag¢uk hucreli
olmayan akcider kanseri hucreleri ile immunizasyon ile elde edilen bir fare monoklanal
antikoru RS7-3G11 tarafindan taninan bir epitelyal glikoprotein (EGP-1; Patent-digi
Literatir 18) olarak da gosterilmigtir. 1995'te, bununla birlikte, TROPZ2 geni
klonlanmustir ve bu molekillerin timindn 6zdes molekiiller oldugu konfirme edilmistir
(Patent-disi Literatir 19). hTROP2'nin DNA dizisi ve amino asit dizisi bir halka agik veri
tabaninda mevcuttur ve bunlara, 6rnegin, NM_002353 ve NP_002344 Erisim

Numaralar (NCBI) altinda, refere edilebilir.

hTROP2 geni, yaklasik %50'lik homolojiye sahip olan insan TRCP-1 (EpCAM, EGP-2,
TACSTD1) geni ile birlikte, TACSTD gen familyasini olusturur (Patent-cigi Literatlr 21).
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hTROP2 proteini, N-ucu 26 amino asitlik rezidiilden olusan bir sinyal dizisi, 248 amino
asitlik rezididen olusan bir ekstraseluler alan, 23 amino asitlik rezididen olusan bir
transmembran alan ve 26 amino asitlik reziduden olugan bir intraselller alan ile
olusturulur. Ekstraselliler alan, dért N-badl glikosilasyon yerlerine sahiptir ve bunlarin
yaklasik 10 kD olan bir gérindr molekdler agirhga arti 35 kD olan teorik hesaplanan

defere sahip oldugu bilinir {Patent-digi Literatlr 19).

Simdiye kadar ne hTROP2'nin bir fizyolojik ligandi tanimlanmistir ne de bunun
molekller fonksiyonlari ortaya ¢ikanlmigtir. hTROPZ2'nin, timér hicrelerinde kalsiyum
sinyallerini ilettidi bulunmustur (Patent-digi Literatir 20). Buna ek olarak, hTROP2 bir
Ca?*-bagimli kinaz olan protein kinazi C tarafindan bir intraselller rezid( serin 303'te
fosfarile edilir (Patent-digi Literatir 18) ve intraseliler alanda bir PIPz-baglama dizisine
sahiptir, bu timoér hucrelerinde sinyalleme fonksiyonlarint éne sirer (Patent-disi
Literatiir 22).

Klinik Orneklerin  kullanildigi  imminohistokimyasal analizde, hTROPZ'nin gesitli
epitelyal hicre karsinomlarinda asiri-eksprese edildigi ve timor dokularina kiyasla bir
dustk ekspresyon dizeyinde normal dokularin sinirli tiplerinde epitelyal hicrelerde
eksprese edildigi bulunmustur (Patent-disi Literaturler 23 ila 27). Ayni zamanda,
hTROP2'nin ekspresyonunun kolorektal kanserin (Patent-disi Literatiir23), gastrik
kanserin (Patent-disi Literatiir24), pankreatik kanserin (Patent-disi Literatlir25), oral
kanserin (Patent-digi Literatir26) ve gliyomun (Patent-disi Literatlir27) kot prognozu

ile korele oldugu bildirilmigtir.

Kolorektal kanser hidcrelerinin kullanildi@i  modellerden, ilaveten hTROP2'nin
ekspresyonunun immin-yetmez farelerde tumér hicrelerinin iskeleden-bagimsiz hiicre

blaylmesine ve tumorijeneze dahil edildigi bildiriimistir (Patent-disi Literatur 28).

Patent-disi Literatiir 29 ve Patent Literatiir(l 10, bir ilaca {SN-38) konjuge edilmis bir
anti-TROP2 antikoru (hRS7) iceren antikor-ilag konjugatlarini aciklar. Patent Literatiir(i
13, kansere karsi kullanim igin, kamptotesini igeren, anti-timor ajanlan ile, antikor
hRS7'yi iceren, EPG-1 {(anti-TROP2) antikorlarinin konjugatlarimi aciklar. Patent
Literatdra 14, hRS7'nin ve SN38'in ilave konjugatlarini aciklar. Patent-digi Literatir 6,
kamptotesin ekzatekanin (DX-8951) preparasyonunu ve bir anti-kanser ajani olarak

bunun yararini tarif eder ve bunun SN-38'e kiyasla daha gugli oldugunu gdsterir.
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Kanser ile iliskiyi dne suren bu tarz bilgiye yanitta, simdiye kadar birden fazla anti-
hTROP2 antikoru belirlenmistir ve bunlarin anti-timor etkileri icin calisilmistir. Bu
antikorlar arasinda, burada, érnegdin, ¢iplak fare ksenogreft modellerinde kendi iginde
anti-tumor aktivite gosteren bir konjuge edilmemis antikor (Patent Literatdrleri 5 ila 8)
ayni zamanda bir sitotoksik ilag ile ADC olarak anti-timor aktivite gosteren bir antikor
(Patent Literaturleri 9 ila 12), agiklanir. Bununla birlikte, bunlarin aktivitesinin glcl ve
kapsami hala yetersizdir ve bir terapdtik hedef olarak hTROP2 igin tatmin edilmemis

tibbi ihtiyaclar vardir.
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Bulusun Kisa Ag¢iklamasi

Teknik Problem

Bir antikor tarafindan timordn tedavisine iliskin, bir yetersiz anti-timér etki, antikor bir
antijenin tUmar hicrelerini bagladigini fark ettiginde bile, gdzlemlenebilir ve bu, burada
bir daha etkili anti-timér antikorunun gerekli oldugu bir durumdur. ilaveten, ¢ok sayida
anti-timaér dasuk-molekuler-agirlikh bilesik, bilesikler bir mikemmel anti-tumér etkiye
sahip olsa bile, yan etki ve toksisite gibi glivenlik agisindan bir probleme sahiptir, bu
guvenligi ilaveten glglendirme ile bir Gstin terapdtik etki basarmak igin bir konu olarak
kalir. Boylelikle, mevcut bulusun bir amaci, anti-timér etki ve givenlik agilarindan
mukemmel olan, bir mikemmel terapdtik etkiye sahip olan bir anti-timor ilag

saglamaktir.

Bulusun sahipleri, bir anti-tumor bilesigi ekzatekan, timér hucrelerini hedef alabilen,
tamoér hiicrelerini taniyabilen bir 6zellige, timar huacrelerini badlayabilen bir dzellige,

timaér hicreleri igine igsellestirmenin bir dzellijine veya benzerlerine sahip olan, anti-
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TROP2 antikoruna konjugasyon ile, bir baglayici yapi kismi vasitasiyla, bir antikor-ilac
konjugatina donustaraldaginde, antikara gore sitosidal aktivitenin edinilebilecegini,
anti-timaér bilesiginin timaér hicrelerinde bilesigin anti-tumaor etkisini spesifik bir sekilde
gostermek icin timér hilcrelerine daha kesin bir sekilde aktarilabilecegini ve boylelikle
anti-timoér etkinin kesin bir sekilde gdsterilebilecedini ve anti-timdr bilesiginin bir
dozunun tek basina bhilesigi uygulamanin bir durumuna kiyasla azaltilabilecegini ve
boylelikle anti-timor  bilesiginin - normal  hiicreler (zerindeki bir etkisinin

hafifletilebilecegdini bdylece daha yiiksek glivenlidin sadlanabilecegini diglinmustir.

Bu baglantida, bulusun sahipleri bir spesifik yapisi olan bir baglayici olusturmustur ve
burada anti-TROP2 antikorunun ve ekzatekanin baglayici vasitasiyla bir digerine
konjuge edildidi bir antikor-ila¢ konjugati elde etmeyi basarmigtir ve bdylece mevcut
bulusu tamamlamak igin konjugat tarafindan gdsterilen bir mukemmel anti-timor etkiyi

konfirme etmigtir.

Spesifik olarak, mevcut bulus asagidakiler ile ilgilidir:

[1] Bir antikor-ila¢ konjugati olup, burada asagidaki formdl ile temsil edilen bir

anti-timaor bilesidi:

asagidaki formul ile temsil edilen bir yapiya sahip olan bir baglayici vasitasiyla
anti-TROP2 antikorunun bir mentese pargasinda bulunan bir distlfit bagd
kisminda olusturulan bir tiyoeter bag ile bir anti-TROP2 antikoruna konjuge

edilir:
-L'-L2-LP-NH-(CH2z)n"'-L3-(CH2)n*-C(=0)-
burada anti-TROP2 antikoru L1'in ucuna baglanir, anti-timér bilesigi baglama

pozisyonu olarak pozisyon 1'deki amino grubunun nitrojen atomu ile -(CHz)n?-

C(=0)- kisminin karbonil grubuna baglanir,
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burada
n', 0 ila 6 araligindaki bir tam sayiy! temsil eder,
n?, 0 ila 5 araligindaki bir tam sayiyi temsil eder,
L", -(Siksinimid-3-il-N)-{CH:)n*-C(=0)-'yu temsil eder,
burada n?, 2 ila 8 aralifindaki bir tam sayiyi temsil eder,
L2, -NH-(CH2CHz-O)n*-CH2CH,-C(=0)-'yu veya bir tekli bag temsil eder,
burada n*, 1 ila 6 aralijindaki bir tam sayiyi temsil eder,
L", -GGFG-nin bir tetrapeptit rezidlistini temsil eder,
L?, -O-'yu veya bir tekli bagi temsil eder ve
-(Suksinimid-3-i-N)-, asadidaki formul ile temsil edilen bir yapiya sahiptir:
.t
N
¢
C
bu, bunun pozisyon 3'unde anti-TROP2 antikoruna baglanir ve pozisyon 1'deki
nitrojen atomu Gzerinde bu yapiyi igeren baglayici yapidaki bir metilen grubuna
baglanir,
burada anti-TROPZ2 antikoru bunun agir zincir degisken bolgesinde SEQ ID NO:
23'in aming asit dizisinden olusan CDRH1, SEQ ID NO: 24'Un amino asit
dizisinden olugsan CDRH2 ve SEQ ID NO: 25'in amino asit dizisinden olusan
CDRH3 ve bunun hafif zincir degisken bolgesinde SEQ ID NO: 26'nin amino
asit dizisinden olugsan CDRL1, SEQ ID NO: 27'nin amino asit dizisinden olusan
CDRL2 ve SEQ ID NO: 28'in amino asit dizisinden olusan CDRL3 igerir.
[2] [1]'e gbre antikor-ilag konjugati olup, burada -L'-L%LP-NH-(CH2)n'-L3-
(CH2)n?-C(=0)-'yva baglanmis bir ilaca sahip olan ilag-baglayici yap! kismi,
asagidaki gruptan secilen bir ilag-baglayici yapidir:
o (SOksinimid-3-il-N}-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH.CH2-C(=0)-(NH-DX),
o (Suksinimid-3-il-N}-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-(NH-
DX),
o (Slksinimid-3-il-N)-CH,CH,CH,CH:CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH3-
C(=0)-(NH-DX)},
o (Suksinimid-3-il-N)-CH>CH>CH>CH>CHo-C(=0)-GGF G-NH-CH2CHCHo-
C(=0)-(NH-DX),
o (Suksinimid-3-il-N)-CH.CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-
CH:CH:CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
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(SUksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH:-
C(=0)-(NH-DX),
(Suksinimid-3-il-N)-CH>CH2CH2CH:CH2:-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH»-O-
CHz-C(=0)-{NH-DX),
(Siksinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH>CHa-
C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C{=0)-(NH-DX),
(Suksinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH2-0O-CH2CH2-O-CH2CH2-
C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(Suksinimid-3-il-N)-CH2CH.-C(=0)-NH-CH>CH2-O-CH>CH2-O-CH;CH;-
0O-CH2CH2-0O-CH2CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-{NH-DX), ve
(Siksinimid-3-il-N)-CH.CH,-C(=0)-NH-CH,CH2-O-CH,CH.-O-CH:CH.-
O-CHCH,-0O-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH;CH>-C(=0)-{(NH-DX);
burada -(Siksinimid-3-il-N}-, asadidaki formul ile temsil edilen bir yapiya

sahiptir;

bu, bunun pozisyon 3'linde anti-TROPZ2 antikoruna baglanir ve pozisyon
1'deki nitrojen atomu Uzerinde bu yapiyl igeren baglayici yapidaki bir
metilen grubuna baglanir,

(NH-DX), asagidaki forml ile temsil edilen bir grubu temsil eder:

f
e AN T

|
Me\ /L PN . (e}
i 1(/ \[r/\N W
e Az AN
ey ‘-1% p .

)

-

N
HO= 1
/’f e}
Me

burada pozisyon 1'deki amino grubunun nitrojen atomu bir baglama
pozisyonudur
-GGFG-, -Gly-Gly-Phe-Gly-nin bir tetrapeptit rezidiislini temsil eder.

[3] [2]'ye gdre antikor-ilag konjugati olup, burada ilag-baglayici yapt kismi

asagidaki gruptan secilen bir ilag-baglayici yapidir:
d. (SUkSinimid-3-i|-N)-CHQCHQCHQCHQCHQ-C(=O)-GGFG-NH-CHQ-O-CHz-
C(=0)-(NH-DX),
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b. (Siksinimid-3-il-N)-CH.CH>CH>CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH»-O-
CH.-C(=0)-{NH-DX), ve
¢. (Suksinimid-3-il-N)-CH,CH,-C(=0)-NH-CH>CH>-O-CH;CH,-O-CH,CH.-
C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,CH2-C(=0)-(NH-DX).
[4] [B]'e gdre antikor-ila¢ konjugatl olup, burada ilag-baglayict yapt kismi
asagidaki bilesiktir:
d. (Siksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH;-
C(=0)-(NH-DX).
[5] [3]'e gbre antikor-ila¢ konjugati olup, burada ilag-baglayict yapr kismi
asadidaki bilesiktir:
e. (Suksinimid-3-il-N)-CH.CH,CH.CH-CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH.CH,-O-
CH,-C(=0)-{NH-DX).
[6] [3]'e gdre antikor-ila¢ konjugatl olup, burada ilag-badlayict yapt kismi
asagidaki bilesiktir;
f.  (Suksinimid-3-il-N)-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH>-
C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX).
[7]1 [1] ila [B] arasindakilerin herhangi birine gdre antikor-ilag konjugati olup,
burada anti-TROP2 antikoru agadidaki gruptan secilen bir agir zincir ve bir hafif
zincir icerir;
SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlan 20 ila 140 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir agir zincir degisken bolgesi ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlar 21 ila
129 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir degisken bdlgesi,
SEQ ID NO: 14'Un pozisyonlan 20 ila 140 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir agir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlar 21 ila
129 arasindaki amino asit dizisinden olugan bir hafif zincir degisken bdlgesi,
SEQ ID NO: 14'un 20 ila 140 arasindaki pozisyonlarinin amino asit dizisinden
olusan bir agir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 20'nin pozisyonlan 21 ila
129 arasindaki amino asit dizisinden olugan bir hafif zincir dedisken bdlgesi ve
SEQ ID NQO: 168'nin pozisyonlari 20 ila 140 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir agir zincir degisken bdlgesi ve SEQ ID NO: 22'nin pozisyonlari 21 ila
129 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir degisken bdlgesi.
[8] [1] ila [8] arasindakilerin herhangi birine gdre antikor-ilagc konjugati olup,
burada anti-TROP2 antikoru asagidaki gruptan secilen bir agir zincir ve bir hafif

zincir icerir;
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SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlar 20 ila 470 arasindaki amino asit dizisinden
olugan bir agir zincir ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlan 21 ila 234 arasindaki
amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir,

SEQ ID NO: 14'Un pozisyonlarl 20 ila 470 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir adir zincir ve SEQ ID NO: 18'in pozisyonlarn 21 ila 234 arasindaki
amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir,

SEQ ID NO: 14'in pozisyonlarn 20 ila 470 arasindaki amino asit dizisinden
olusan bir adir zincir ve SEQ ID NO: 20'nin pozisyonlari 21 ila 234 arasindaki
amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir ve

SEQ ID NO: 16'nin pozisyonlari 20 ila 470 arasindaki amino asit dizisinden
olugan bir agir zincir ve SEQ ID NO: 22'nin pozisyonlari 21 ila 234 arasindaki
amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir.

[9] [1] ila [6] arasindakilerin herhangi birine gdre antikor-ilag konjugati olup,
burada anti-TROPZ2 antikoru SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlar 20 ila 140
arasindaki amino asit dizisinden olusan bir agir zincir degisken bolgesi ve SEQ
ID NO: 18'in pozisyonlarn 21 ila 129 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir
hafif zincir degisken bolgesi igerir.

[10] [1] ila [6] arasindakilerin herhangi birine gbre antikor-ila¢ konjugati olup,
burada anti-TROP2 antikoru SEQ ID NO: 12'nin pozisyonlari 20 ila 470
arasindaki amino asit dizisinden olusan bir adir zincir ve SEQ ID NO: 18'in
pozisyonlar 21 ila 234 arasindaki amino asit dizisinden olusan bir hafif zincir
igerir.

[11] [8]'e gbre antikor-ilag konjugatll olup, anti-TROPZ2 antikoru agdir zincirin
karboksil ucunda bir lizin rezidiisinden yoksundur.

[12] [10]'a gbre antikor-ila¢ konjugati olup, anti-TROP2 antikoru agir zincirin
karboksil ucunda bir lizin rezidustinden yoksundur.

[13] [1] ila [12] arasindakilerin herhangi birine gore antikor-ilag konjugati olup,
burada her bir antikor i¢in konjuge edilmis secilmis bir ilag-badlayici yapinin
birimlerinin bir ortalama sayisi 2 ila 8 olan bir aralik igindedir.

[14] [1] ila [12] arasindakilerin herhangi birine gore antikor-ilag konjugati olup,
burada her bir antikor igin konjuge edilmis secilmis bir ilag-baglayici yapinin
birimlerinin bir ortalama sayisi 3 ila 8 olan bir aralik icindedir.

[15] Bir ilag olup, [1] ila [14] arasindakilerin herhangi birine gére antikor-ilac

konjugatini, bunun bir tuzunu veya bunun bir hidratini icerir.
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[16] Bir anti-timdr ilaci ve/veya anti-kanser ilaci olup, [1] ila [14] arasindakilerin
herhangi birine gére antikor-ila¢c konjugatini, bunun bir tuzunu veya bunun bir
hidratini igerir.

[17] [16]'yva gbre anti-timor ilact velveya anti-kanser ilaci olup, , akciger
kanserinin, bobrek kanserinin, Urotelyal kanserin, kolorektal kanserin, prostat
kanserinin, gliyoblastom multiformun, ovaryan kanserin, pankreatik kanserin,
meme kanserinin, melanomun, karaciger kanserinin, idrar kesesi kanserinin,
gastrik kanserin, servikal kanserin, bas ve boyun kanserinin veya Ozofajiyal
kanserin tedavisinin bir yonteminde kullanim igindir.

[18] Bir farmasdtik bilesim olup, bir aktif bilesen olarak [1] ila [14] arasindakilerin
herhangi birine gére antikor-ila¢ konjugatini, bunun bir tuzunu veya bunun bir
hidratini ve bir farmasétik olarak kabul edilebilir formillasyon bileseni igerir.

[19] [18]'e gore farmasotik bilesim olup, akciger kanserinin, bobrek kanserinin,
Urotelyal kanserin, kolorektal kanserin, prostat kanserinin, gliyoblastom
multiformun, ovaryan kanserin, pankreatik kanserin, meme kanserinin,
melanomun, karaciger kanserinin, idrar kesesi kanserinin, gastrik kanserin,
servikal kanserin, bas ve boyun kanserinin veya 6zofajiyal kanserin tedavisinin

bir ydnteminde kullanim igindir.

Bulusun Avantajh Etkileri

Bir spesifik yapisi olan bir badlayici vasitasiyla konjuge edilmis bir anti-timér bilesidi
ekzatekana sahip olan bir anti-TROPZ2 antikoru-ilag konjugati ile, bir mikemmel anti-

tamor etki ve glvenlik saglanabilir.

Sekillerin Kisa Agiklamasi

[Sekil 1] Sekil 1, bir TINA1 antikoru adir zincirinin bir nikleotid dizisini (SEQ 1D
NQO: 7) ve bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 8) gosterir.

[Sekil 2] Sekil 2, bir TINA1 antikoru hafif zingirinin bir nikleotid dizisini (SEQ ID
NO: 9) ve bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 10) gdsterir.

[Sekil 3] Sekil 3, bir h TINA1-H1 adir zincirinin bir nikleotid dizisini (SEQ ID NO:
11) ve bir amino asit dizisini {SEQ ID NO: 12) gosterir.

[Sekil 4] Sekil 4, bir hnTINA1-H2 adir zincirinin bir nikleotid dizisini (SEQ ID NO:
13) ve bir amino asit dizisini (SEQ |ID NO: 14) gosterir.
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[Sekil 5] Sekil 5, bir A TINA1-H3 adir zincirinin bir niikleotid dizisini (SEQ ID NO:
15) ve bir amino asit dizisini {SEQ ID NO: 16) gosterir.

[Sekil 6] Sekil 6, bir h TINA1-L1 hafif zincirinin bir nikleotid dizisini (SEQ ID NO:
17) ve bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 18) gosterir.

[Sekil 7] Sekil 7, bir hTINA1-L2 hafif zincirinin bir ndkleotid dizisini (SEQ ID NO:
19) ve bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 20) gosterir.

[Sekil 8] Sekil 8, bir hnTINA1-L3 hafif zincirinin bir nikleotid dizisini (SEQ ID NO:
21) ve bir amino asit dizisini {SEQ 1D NO: 22) gosterir.

[Sekil 9] $ekil 9, bir TINA1 antikorunun CDRH1'inin bir amino asit dizisini (SEQ
ID NO: 23), bunun CDRHZ2'sinin bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 24), bunun
CDRH3'unun bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 25), bunun CDRLT'inin bir
amino asit dizisini (SEQ ID NO: 26), bunun CDRL2'sinin bir amino asit dizisini
(SEQ ID NO: 27) ve bunun CDRL3'Un0n bir amino asit dizisini (SEQ ID NO: 28)
gosterir,

[Sekil 10] Sekil 10, bir anti-CD?2 antikorunun, bir anti-CD46 antikorunun, bir anti-
CD55 antikorunun, bir anti-CD59 antikorunun, bir anti-CD71 antikorunun, bir
anti-CD73 antikorunun, bir anti-CD147 antikorunun, bir anti-CD276 antikorunun,
bir anti-EpCAM antikorunun, bir anti-EGFR antikarunun ve bir anti-TROP2
antikorunun (TINA1 antikorunun) hicre igsellestirme yetisini gosterir.

[Sekil 11] Sekil 11, bir anti-CD52 antikorunun, bir anti-CD71 antikorunun, bir
anti-EGFR antikorunun, bir anti-EpCAM antikorunun ve bir anti-TROP2
antikorunun (TINA1 antikorunun) hiicre igsellestirme yetisini gOsterir.

[Sekil 12] Sekil 12, gesitli anti-TROP2 antikorlarinin hiicre igsellestirme yetisini
gosterir.

[Sekil 13] Sekil 13, bir antikor-ila¢ konjugatinin (1), (6) veya {12) BALB/c-nu/nu
farelerine subkitan olarak nakledilmis bir insan kolorektal kanser hicresi hatti
COLO205 uzerindeki anti-timor etkisini gosterir.

[Sekil 14] Sekil 14, bir antikor-ilag konjugatinin (1), {6) veya (12) BALB/c-nu/nu
farelerine subkiitan olarak nakledilmis bir insan pankreatik adenokarsinom
hiicresi hatti BxPC-3 (izerindeki anti-timaor etkisini gosterir.

[Sekil 15] Sekil 15, bir antikor-ilag konjugatinin (1), (6) veya (12) BALB/c-nu/nu
farelerine subkilitan olarak nakledilmis bir insan pankreatik adenokarsinom

hucresi hatti Capan-1 Uzerindeki anti-tiimor etkisini gosterir.
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[Sekil 16] Sekil 16, bir antikor-ilag konjugatinin (2), (5), (7) veya (10) BALB/c-
nu/nu farelerine subkltan olarak nakledilmis bir insan kolorektal kanser hicresi
hatti COLO205 tzerindeki anti-tiumar etkisini gésterir.

[Sekil 17] Sekil 17, bir antikor-ilag konjugatinin (2), (5), (7) veya (10) BALB/c-
nu/nu farelerine subkitan olarak naklediimis bir insan pankreatik
adenckarsinom hicresi hatti BxPC-3 (izerindeki anti-timér etkisini gdsterir.
[Sekil 18] Sekil 18, bir antikor-ilag konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkitan olarak nakledilmis bir insan kolorektal kanser hiicresi
hatti COLO205 Gzerindeki anti-timér etkisini gosterir.

[Sekil 19] Sekil 19, bir antikor-ila¢ konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkutan olarak naklediimis bir insan pankreatik
adenokarsinom hiicresi hatti BXPC-3 (zerindeki anti-timdr etkisini gdsterir.
[Sekil 20] Sekil 20, bir antikor-ilag konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkitan olarak nakledilmis bir insan ovaryan kanser hiicresi
hatti NIH:OVCAR-3 Uzerindeki anti-timor etkisini gosterir.

[Sekil 21] Sekil 21, bir antikor-ilag konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkitan olarak nakledilmis bir insan gastrik kanser hicresi
hattit NCI-N87 Uzerindeki anti-timdr etkisini gdsterir.

[Sekil 22] Sekil 22, bir antikor-ilag konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkitan olarak nakledilmis bir insan akciger kanseri hiicre
hatti NCI-H292 (izerindeki anti-timor etkisini gosterir.

[Sekil 23] Sekil 23, bir antikor-ilag konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkitan olarak nakledilmis bir insan bogaz kanseri hlicre hatt
FaDu Gzerindeki anti-timor etkisini gdsterir.

[Sekil 24] Sekil 24, bir antikor-ila¢ konjugatinin (3), (4), (8) veya (9) BALB/c-
nu/nu farelerine subkutan olarak nakledilmis bir insan pankreatik
adenokarsinom hlcresi hattt CFPAC-1 zerindeki anti-timor etkisini gdsterir.
[Sekil 25] Sekil 25, bir antikor-ilag konjugatinin {8) veya (13) BALB/c-nu/nu
farelerine subkiitan olarak nakledilmis bir insan pankreatik adenokarsinom
hiicresi hatti CFPAC-1 lzerindeki anti-timdor etkisini gosterir.

[Sekil 26] Sekil 26, bir antikor-ilag konjugatinin {8) veya (13) BALB/c-nu/nu
farelerine subkilitan olarak nakledilmis bir insan pankreatik adenokarsinom

hicresi hatti HPAC Gzerindeki anti-tumér etkisini gosterir.
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[Sekil 27] Sekil 27, bir antikor-ila¢ konjugatinin (8) veya (13) NOD-scid
farelerinin Uzerine subkltan olarak nakledilmis insan 6zofajiyal kanser dokulan

uzerindeki anti-timdr etkisini gésterir.

Uygulamalarnn A¢iklamasi

Bundan sonra, mevcut bulusu gerceklestirmek icin tercih edilen modlar sekillere atfen
tarif edilecektir. Asagida tarif edilen uygulamalar mevcut bulusun uygulamalarinin tipik

drnekleri olarak verilir ve mevcut bulugsun kapsamini sinirlandirmasi amaglanmaz.

Mevcut bulusun  anti-TROP2 antikoru-ila¢  konjugati, burada bir anti-TROP2
antikorunun bir baglayici yapi kismi vasitasiyla bir anti-timér bilesigine konjuge edildigi

ve burada asadida detayll bir sekilde agiklanan bir anti-tomaor ilacidir.

[Antikor]

Mevcut bulusun anti-TROPZ2 antikoru-ilag konjugatinda kullanilan anti-TROPZ2 antikoru
herhangi bir tdrden tdretilebilir ve tirdn tercih edilen &rnekleri memelileri, sicanlari,
fareleri ve tavganlan igerebilir. insan turl disindaki tlrlerden tiretildigi durumda, bu
tercihen bir iyi bilinen teknik kullamlarak kimerize edilir veya beserilestirilir, Mevcut
bulusun antikoru bir poliklonal antikor veya bir monoklonal antiker olabilir ve tercihen bir

monoklonal antikordur.

Anti-TROPZ antikoru, timér hicrelerini hedef alabilir, yani, bir timd&r hicresini fark
edebilmenin bir 6zelligine, bir timdr hucresini baglayabilmenin bir 6zelligine, bir tGmor
hucresi i¢ine i¢sellestirmenin bir dzelligine veya benzerlerine sahiptir ve anti-timaor
akliviteye sahip olan bir bilesidine bir badlayici vasitasiyla konjugasyon ile bir antikor-

ila¢ konjugatina ddnistordlebilir.

Antikorun timér hicrelerine kargi baglama aktivitesi akis sitometrisi kullanilarak
konfirme edilebilir. Antikorun timér hicreleri igine i¢sellestirmesini konfirme etmek igin
yBntemin érnekleri (1) hicrelere katilmis olan bir antikoru terapdtik antikoru baglayan
(flioresan olarak etiketlenmig) bir sekonder antikor kullanarak bir flioresans
mikroskobu altinda gérsellestirmenin bir analizini (Cell Death and Differentiation (2008)

15, 751-761), (2) hlcrelere katilmis olan bir fllioresans yodunlugunu terap6tik antikoru
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badlayan (flioresan olarak etiketlenmis) bir sekonder antikor kullanarak &lgmenin bir
analizini (Molecular Biology of the Cell, Vol. 15, 5268-5282, December 2004) veya (3)
burada toksinin hiicre biuylimesini inhibe etmek igin hicrelere katihm Uzering salindidi,
terapotik antikoru baglayan bir immiinotoksin kullanilan bir Mab-ZAP analizini (Bio
Techniques 28:; 162-165, January 2000) icerebilir. Difteri toksininin bir katalitik
bolgesinin ve protein G'nin bir rekombinant kompleks proteini immiinotoksin oclarak

kullanilabilir.

Antikor-ilag konjugatina konjuge edilmig olan ila¢ bir anti-timor etki uygulandigindan,
antikorun kendisinin bir anti-timér etkiye sahip olmasi tercih edilir ancak esansiyel
degildir. Anti-timor bilesgiginin timdr hicreleri Uzerinde sitosidal aktivitesini spesifik
olarak ve selektif hir sekilde uygulamasi amaciyla, antikorun timor hicrelerine gég¢

etmek icin i¢csellestirme dzelligine sahip olmasi dnemlidir ve ayni zamanda tercih edilir.

Anti-TROPZ2 antikoru teknikte genel olarak gergeklestirilen, hayvanlari bir antijenik
polipeptit ile immiinize etmeyi ve in vivo Uretilen antikorlan toplamay ve saflagtirmay
iceren, bir ydontem kullanilarak elde edilebilir. Antijenin orijini insanlar ile sinirlandirimaz
ve hayvanlar bir insan-olmayan hayvandan, dregin, bir fareden, bir sicandan ve
benzerinden, tlretilen bir antijen ile immdnize edilebilir. Bu durumda, elde edilen
heterolog antijeni baglayan antikorlarin insan antijenleri ile ¢apraz-reaktivitesi bir insan

hastaligina uygulanabilir olan bir antiker icin taramak amaciyla test edilebilir.

Alternatif olarak, antijene kargi antikorlar Greten antikor Ureten hicreler, sonrasinda
monoklonal antikorlarin elde edilebilecedi hibridomlar olusturmak tGzere teknikte bilinen
bir yonteme (6rnegdin Kohler and Milstein, Nature (1975) 256, p. 495-497; ve Kennet, R.
ed., Monoclonal Antibedies, p. 365-367, Plenum Press, N.Y. (1980)) gére miyelom

hicreleri ile kaynastinlir.

Antijen, antijenik proteini sifreleyen bir geni Uretmek icin konak hiicrelere genetik olarak
mihendislik uygulama ile elde edilebilir. Spesifik olarak, antijen geninin ekspresyonuna
izin veren vektorler hazirlanir ve konak hticrelere transfer edilir bdylece gen eksprese
edilir. Bu sekilde eksprese edilen antijen saflagtirilabilir. Antikor ayrica, hayvanlar
yukanda tarif edilen genetik olarak mihendislik uygulanmis antijen eksprese eden
hucreler veya antijeni eksprese eden bir hucre hatti ile immunize etmenin bir yontemi

kullanilarak da elde edilebilir.
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Anti-TROPZ2 antikoru teknikte bilinen bir prosedir ile elde edilebilir.

Mevcut bulusta kullanilabilen anti-TROP2 antikoru &zel olarak sinirlandirimaz ve,
ornegin, mevecut bagvurunun Dizi Listesi'nde gdsterilen amino asit dizileri ile belirtilenler
tercihen kullanilabilir. Mevcut bulusta kullanilan anti-TROP2 antikoru tercihen asagida

tarif edildigi sekilde dzelliklere sahiptir.

(1) Asagidaki 6zelliklere sahip olan bir antikor:

(a) TROPZ2'yi spesifik olarak baglama ve

(b) TROPZ2'yi baglama ile TROP2-eksprese eden hucrelerde bir i¢csellestirme

aktivitesine sahip olma.
(2) (1Ye gore antikor olup, burada TROPZ2, insan TROPZ2'sidir.
(3) (1)e veya (2)'ye gdre antikor olup, burada antikor, adir zincir tamamlayicilik
belirleme bdlgeleri olarak SEQ ID NQ: 23 ile temsil edilen amino asit dizisini
CDRH2'ye ve SEQ ID NO: 25 ile temsil edilen amino asit dizisini igeren
CDRH3'e ve hafif zincir tamamlayicilik belireme bélgeleri olarak SEQ ID NO:
26 ile temsil edilen amino asit dizisini iceren CDRL1'e, SEQ ID NO: 27 ile temsil
edilen amino asit dizisini iceren CDRL2'ye ve SEQ ID NO: 28 ile temsil edilen
amino asit dizisini iceren CDRL3'e sahiptir.
(4) {1) ila (3Yun herhangi birine gdre antikor olup, burada bunun sabit bolgesi
bir insan-kaynakli sabit bolgedir.
(5) (1) ila (4Y4n herhangi birine gdre antikor olup, burada antikor bir
beserilestiriimis antikordur.
(6) (5)e gobre antikor olup, burada antikor {a) SEQ ID NO: 12'de amino asit
pozisyonlan 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisinden, (b) SEQ
ID NO: 14'te amino asit pozisyonlarn 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino
asit dizisinden, (c) SEQ ID NO: 16'da amino asit pozisyonlarn 20 ila 140
arasinda tarif edilen bir amino asit dizisinden, (d) (a) ile (c) arasindaki dizilerin
herhangi birine en az %95'lik veya daha yliksek homolojiye sahip olan bir amino
asit dizisinden ve (e) (a) ile {c) arasindaki dizilerin herhangi birinden en az bir
amino asidin silinmeleri, degistiriimeleri veya eklenmeleri ile tlretilen bir amino
asit dizisinden olugan gruptan segilen bir aming asit dizisi iceren bir agir zincir

degisken bdlgesine ve (f) SEQ ID NO: 18'de amino asit pozisyonlarn 21 ila 129
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arasinda tarif edilen bir amino asit dizisinden, (g) SEQ ID NO: 20'de amino asit
pozisyonlari 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisinden, (h) SEQ
ID NO: 22'de amino asit pozisyonlan 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino
asit dizisinden, (i} (f) ile (h) arasindaki dizilerin herhangi birine en az %95'lik
veya daha yUksek homolojiye sahip olan bir amino asit dizisinden ve (j) (f) ile (h)
arasindaki dizilerin herhangi birinden en az bir amino asidin silinmeleri,
degistiriimeleri veya eklenmeleri ile tliretilen bir amino asit dizisinden olusan
gruptan segilen bir amino asit dizisi iceren bir hafif zincir dedisken bdlgesine
sahiptir.

(7) (6)ya gobre antikor olup, burada antikor SEQ ID NO: 12'de amino asit
pozisyonlar 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir agir
zincir dedisken bolgesinden ve SEQ ID NO: 18'de amino asit pozisyonlari 21 ila
129 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincir dedisken
bdlgesinden, SEQ ID NO: 12'de amino asit pozisyonlar 20 ila 140 arasinda tarif
edilen bir amino asit dizisini igeren bir agir zincir degisken bdlgesinden ve SEQ
ID NO: 20'de amino asit pozisyonlar 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino
amino asit pozisyonlar 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini
iceren bir agir zincir degisken bolgesinden ve SEQ ID NO: 22'de amino asit
pozisyonlan 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif
zincir degisken bolgesinden, SEQ ID NO: 14'te amino asit pozisyonlan 20 ila
bolgesinden ve SEQ ID NO: 18'de amino asit pozisyonlan 21 ila 129 arasinda
tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincir degisken bdélgesinden,
SEQ ID NO: 14'te amino asit pozisyonlari 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir
amino asit dizisini iceren bir adir zincir degisken bolgesinden ve SEQ ID NO:
20'de amino asit pozisyonlar 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino asit
dizisini iceren bir hafif zincir dedisken bolgesinden, SEQ ID NO: 14'te amino asit
pozisyonlari 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir agir
zincir degisken bolgesinden ve SEQ ID NO: 22'de amino asit pozisyonlari 21 ila
129 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif zincir degisken
bélgesinden, SEQ ID NO: 16'da amino asit pozisyonlari 20 ila 140 arasinda tarif
edilen bir amino asit dizisini iceren bir agir zincir degisken bdlgesinden ve SEQ

ID NO: 18'de amino asit pozisyonlan 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino
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amino asit pozisyonlar 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini
igeren bir agir zincir degisken bdlgesinden ve SEQ ID NO: 20'de amino asit
pozisyonlar 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif
zincir degisken bolgesinden ve SEQ ID NO: 16'da amino asit pozisyonlari 20 ila
bélgesinden ve SEQ ID NO: 22'de amino asit pozisyonlarn 21 ila 129 arasinda
tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincir degisken bdlgesinden
olusan gruptan secilen bir adir zincir dedisken bdlgesine ve bir hafif zincir
degisken bdlgesine sahiptir.

(8) (7)ye gobre antikor olup, burada antikor SEQ ID NO: 12'de amino asit
pozisyonlar 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir agir
zincir dedisken bolgesinden ve SEQ ID NO: 18'de amino asit pozisyonlari 21 ila
129 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincir dedisken
bdlgesinden, SEQ ID NO: 14'te amino asit pozisyonlarn 20 ila 140 arasinda tarif
edilen bir amino asit dizisini igeren bir agir zincir degisken bdlgesinden ve SEQ
ID NO: 18'de amino asit pozisyonlar 21 ila 129 arasinda tarif edilen bir amino
asit dizisini igeren bir hafif zincir degisken bolgesinden, SEQ ID NO: 14'te amino
asit pozisyonlari 20 ila 140 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir

agir zincir degisken bdlgesinden ve SEQ ID NO: 20'de amino asit pozisyonlari

bolgesinden ve SEQ ID NO: 22'de amino asit pozisyonlan 21 ila 129 arasinda
tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincir dedisken bdlgesinden
olusan gruptan secilen bir agir zincir degisken bdlgesine ve bir hafif zincir
degisken bdlgesine sahiptir.

(9) (6)ya veya (7)'ye gore antikor olup, burada antikor SEQ ID NO: 12'de amino
asit pozisyonlan 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir
agir zincirden ve SEQ | NC: 18'de amino asit pozisyonlari 21 ila 234 arasinda
tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden, SEQ ID NQO: 12'de
amino asit pozisyonlar 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini
iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 20'de amino asit pozisyonlan 21 ila 234
arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincirden, SEQ ID NO:
12'de amino asit pozisyonlan 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit

dizisini igeren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 22'de amino asit pozisyonlar 21
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ila 234 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincirden, SEQ
ID NO: 14'te amino asit pozisyonlan 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino
asit dizisini iceren bir agir zincirden ve SEQ | NO: 18'de amino asit pozisyonlari
21 ila 234 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden,
SEQ ID NO: 14'te amino asit pozisyonlar 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir
amino asit dizisini igeren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 20'de amino asit
pozisyonlar 21 ila 234 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren hir hafif
zincirden, SEQ ID NQO: 14'te amino asit pozisyonlar 20 ila 470 arasinda tarif
amino asit pozisyonlan 21 ila 234 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini
iceren bir hafif zincirden, SEQ ID NO: 16'da amino asit pozisyonlar 20 ila 470
arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir agir zincirden ve SEQ | NC:
18'de amino asit pozisyonlan 21 ila 234 arasinda tarif edilen bir amino asit
dizisini igeren bir hafif zincirden, SEQ ID NO: 16'da amino asit pozisyonlan 20
ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir agir zincirden ve
SEQ ID NO: 20'de amino asit pozisyonlan 21 ila 234 arasinda tarif edilen bir
pozisyonlar 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini iceren bir agir
zincirden ve SEQ ID NO:; 22'de amino asit pozisyonlar 21 ila 234 arasinda tarif
edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden olusan gruptan segilen bir
agir zincir ve bir hafif zincir icerir.

(10) (8)ya veya (7)'ye gore antikor olup, burada antikor SEQ ID NO: 12 ile
temsil edilen amino asit dizisini igeren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 18 ile
temsil edilen amino asit dizisini igceren bir hafif zincirden, antikor SEQ ID NO: 12
ile temsil edilen amino asit dizisini iceren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 20 ile
temsil edilen amino asit dizisi igeren bir hafif zincirden, antikor SEQ ID NO: 12
ile temsil edilen amino asit dizisini igeren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 22 ile
temsil edilen amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden, SEQ ID NO: 14 ile
temsil edilen amino asit dizisini igeren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 18 ile
temsil edilen amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden, SEQ ID NO: 14 ile
temsil edilen amino asit dizisini igeren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 20 ile
temsil edilen amino asit dizisi iceren bir hafif zincirden, SEQ ID NO: 14 ile temsil
edilen amino asit dizisini iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NOG: 22 ile temsil

edilen amino asit dizisini iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 18 ile temsil
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edilen amino asit dizisini iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NOG: 20 ile temsil
edilen amino asit dizisi igeren bir hafif zincirden, ve SEQ ID NO: 16 ile temsil
edilen amino asit dizisini iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 22 ile temsil
edilen amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden olusan gruptan segilen bir agir
zincir ve bir hafif zincir igerir.

(11) (8)e gdre antikor olup, burada antikor SEQ ID NO: 12'de amino asit
pozisyonlari 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir agir
zincirden ve SEQ | NO: 18'de amino asit pozisyonlar 21 ila 234 arasinda tarif
edilen bir amino asit dizisini iceren bir hafif zincirden, SEQ ID NQ: 14'te amino
asit pozisyonlari 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini i¢eren bir
agir zincirden ve SEQ | NO: 18'de amino asit pozisyonlarn 21 ila 234 arasinda
tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden, SEQ ID NO: 14'te
amino asit pozisyonlan 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini
igeren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 20'de amino asit pozisyonlar 21 ila 234
arasinda tarif edilen bir amino asit dizisini igeren bir hafif zincirden ve SEQ 1D
NO: 16'da amino asit pozisyonlari 20 ila 470 arasinda tarif edilen bir aming asit
dizisini igeren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 22'de amino asit pozisyonlar 21
olugan gruptan segilen bir adir zincir ve bir hafif zincir igerir.

(12) (1) ila (11) arasindakilerin herhangi birine gére antikor olup, burada antikor
agir zincirin karboksil ucunda bir lizin rezidusiinden yoksundur.

(13) (1) ila (12) arasindakilerin herhangi birine gdre antikor Gretmek igin bir
ydntem ile elde edilen bir antikor olup, ydntem agagdidaki adimlar igerir: antikoru
sifreleyen bir polinakleotidi iceren bir ekspresyon vektori ile transforme edilmis
bir konak hucreyi kulturleme ve s6z konusu antikoru énceki adimda elde edilen

koltlrlerden toplama.

Bundan sonra, bulusta kullanilan anti-TROP2 antikoru tarif edilir.

Burada kullanildidi sekliyle, "kanser" ve "timor" terimleri ayni anlamda kullanilir.

Burada kullamldidi sekliyle, "gen" terimi yalnizca DNA'y1 degil ayni zamanda bunun

mRNA'sini, bunun cDNA'sini ve bunun cRNA'sini da igerir.
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Burada kullanildigi sekliyle, "polinikleotid" terimi, bir nikleik asit ile ayni anlamda

kullanilir ve ayrica DNA'y1, RNA'y1, problar, oligonikleotidleri ve primerleri de icerir.

Burada kullanildig! sekliyle, "polipeptit” ve "protein” terimleri aynm olmadan kullanilir.

Burada kullanildi§i sekliyle, "hiicre" terimi ayrica, bir hayvan bireydeki hicreleri ve

klltirdenmis hilcreleri de igerir.

Burada kullanildigi sekliyle, "TROP2" terimi, TROPZ2 proteini ile ayni anlamda kullanilir.

Burada kullanmildigi sekliyle, "CDR" terimi bir tamamlayicilik belirleme bélgesini (CDR)
ifade eder. Bir antikor molekilinin adir ve hafif zincirinin her birinin (¢ tamamlayicilik
belirleme bdlgesine (CDR'lere) sahip oldugu bilinir. CDR ayni zamanda hiper-dedisken
alan olarak da adlandirilir ve bir antikorun agir ve hafif zincirinin her hirinin bir dedisken
bdlgesinde bulunur. Bu, bunun primer yapisinda olagan digi bir sekilde ylksek
degiskenlie sahip olan bir yerdir ve adir ve hafif polipeptit zincirinin her birinin primer
vapisinda (¢ ayn CDR vardir. Bu spesifikasyonda, bir antikorun CDR'lerine gelince,
agir zincirin CDR'leri adir zincirin amino asit zincirinin amino-ucu tarafindan CDRH1,
CDRH2 ve CDRH3 ile temsil edilir ve hafif zincirin CDR'leri hafif zincirin amino asit
zincirinin amino-ucu tarafindan CDRL1, CDRLZ2 ve CDRL3 ile temsil edilir. Bu yerler
tersiyer yapisinda bir dierine yakindir ve antikorun badladi§i bir antijen igin 6zgulliga

belirler.

Burada kullanildid1 sekliyle "hibridizasyon zorlu kosgullar altinda gerceklestirilir" ifadesi,
burada hibridizasyonun tanimlamanin hibridizasyonu piyasada satilan bir hibridizasyon
¢ozeltisi ExpressHyb Hybridization Solution (Clontech, Inc. tarafindan udretilmistir)
iginde 68°C'de gergeklestirme ile veya hibridizasyonu 0,7 ila 1,0 M NaCl varlginda
dzerine immobilize edimis DNA'yva sahip olan bir filtreyi kullanarak 68°C'de
gerceklestirme akabinde 0,1 ila 2 x SSC c¢ozeltisini (1 x SSC g¢ozeltisi, 150 mM
NaClden ve 15 mM sodyum sitrattan olusur) kullanarak 68°C'de ylkamayi
gerceklestirme ile basarilabildigi kosullar altinda veya buna es-deder olan kosullar

altinda gerceklestirildidi bir prosesi ifade eder.

1. TROP2
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TROP2, insan trofoblastlarinda eksprese edilen TACSTD familyasinin bir Oyesidir ve
insan trofoblastlar ve kanser hicreleri icin ortak olan, immiin dirence dahil edilen bir

tek-gecisli transmembran tipi 1 hicre membrani proteinidir.

Bulusta kullanilacak olan TROPZ proteinine gelince, TROPZ2 proteini bir insanin veya
bir insan-olmayan memelinin (&rmegin, bir siganin veya bir farenin) TROPZ-eksprese
eden hicrelerinden dogrudan saflastirilabilir ve kullanilabilir veya yukarnda tarif edilen
hiicrelerin bir hiicre membrani fraksiyonu hazirlanabilir ve kullanilabilir. ilaveten,
TROPZ2 bunun in vitro sentezi veya genetik mihendisligi yoluyla bunun bir konak hiicre
icinde dretimi ile elde edilebilir. Genetik mihendisliginde, spesifik olarak, TRCP2
¢cDNA'si TROP2 cDNA'sini eksprese edebilen bir vektdre entegre edildikten sonra,
TROP2 proteini bunu bir enzim, bir substrat ve transkripsiyon ve translasyon igin
gerekli olan bir enerji maddesi iceren bir ¢ozelti igcinde sentezleme ile veya TROP2'yi
bir bagka prokaryotik veya dkaryotik transforme edilmis konak hicre iginde eksprese
etme ile elde edilebilir. Alternatif olarak, yukarida tarif edilen genetik olarak mihendislik
uygulanmis TROPZ2-eksprese eden hiicreler veya TROP2 eksprese eden bir hiicre
hatti TROPZ proteini olarak kullanilabilir.

TROP2'nin DNA dizisi ve amino asit dizisi bir halka acik veri tabaninda mevcuttur ve
omegdin, NM_002353 ve NP_002344 (NCBI) Erisim Numaralan (NCBI) altinda, refere

edilebilir.

llaveten, burada TROp2'nin yukarida tarif edilen amino asit dizilerinin herhangi birinde
bir veya bir ka¢ amino asidin siibstite edildidi, silindigi ve/veya eklendidi bir amino asit
dizisinden olusan ve ayni zamanda proteininkine es-deger olan bir biyolojik aktiviteye

de sahip olan bir protein de TROP2'ye dahil edilir.

insan TROP2 proteini N-ucu 26 amino asitlik rezidiiden olugan bir sinyal dizisi, 248
amino asitlik rezidiiden olugan bir ekstraselliler alan, 23 amino asitlik rezidiiden olusan
bir transmembran alan ve 26 amino asitlik rezidiiden olusan bir intraseliiler alan ile

olusturulur.

2. Anti-TROP2 antikorunun liretilmesi
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Bulusun TROPZ2'sine karsi antikor teknikte genel olarak ger¢eklestirilen, bir hayvani
TROP2 veya TROPZ2'nin amino asit dizisinden secilen bir keyfi polipeptit ile immunize
etmeyi ve in vivo Uretilen antikoru toplamayl ve saflagtirmayi igeren bir ydntem
kullanilarak elde edilebilir. Bir antijen olarak kullanilacak olan TROP2'nin biyolojik turleri
insan ile sinirlandirnimaz ve bir hayvan insanlar digindaki bir hayvandan, drnedin, bir
fareden veya bir sigandan, tiiretilen TROP2 ile immiinize edilebilir. Bu durumda, elde
edilen heterolog TROPZ2'yi ve insan TROPZ2'sini baglayan bir antikor arasindaki gapraz-

reaktiviteyi inceleme ile, bir insan hastaligi igin uygulanabilen bir antikor segilebilir.

ilaveten, bir monoklonal antikor TROPZ2'ye kargi bir antikor Greten antikor-Greten
hucreleri bir bilinen yonteme gdre (6érnegin, Kohler ve Milstein, Nature, (1975) 2586, pp.
495-497; Kennet, R. ed., Monoclonal Antibodies, pp. 365-367, Plenum Press, N.Y.
(1980)) miyelom hucreleri ile kaynastirma ile olusturulmus olan bir hibridomdan elde

edilebilir.

Bir antijen olarak kullanilacak olan TROP2 TROP2 genini genetik miihendislidini
kullanarak bir konak hicre iginde eksprese etme ile elde edilebilir.

Spesifik olarak, TROP2 genini eksprese edebilen bir vektor Uretilir ve elde edilen vektor
geni eksprese etmek icin bir konak hiicreye transfekte edilir ve akabinde eksprese
edilen TROP2 saflagtirilir.

Alternatif olarak, yukarda tarif edilen genetik olarak mihendislik uygulanmig TROP2-
eksprese eden hicreler veya TROP2'yi eksprese eden bir hiicre hatti TROP2 proteini
olarak kullanilabilir. Bundan sonra, TROPZ2've kargi bir antikor elde etmenin bir ydntemi

spesifik olarak tarif edilir.

(1) Antijenin preparasyonu

Anti-TROP2 antikorunu Gretmek igin kullanilacak olan antijenin Ornekleri, TROPZ2'yi
veya TROPZ2'nin ardisik en az 6 amino asidini igeren bir kismi amino asit dizinden
olusan bir polipeptidi veya buna verilen bir amino asit dizisini veya tasiyiciyi ekleme ile

elde edilen bir tarevi icerir.
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TROPZ2 insan timér dokularindan veya tumér hilcrelerinden dodrudan saflastirilabilir
ve kullanilabilir. llaveten, TROP2 bunu in vifro sentezleme ile veya bunu genetik

muhendisligi ile bir konak hicre icinde Uretme ile elde edilebilir.

Genetik muhendisligine iliskin, spesifik olarak TROP2 cDNA'st TROP2 cDNA'sini
eksprese edebilen bir vektdre entegre edildikten sonra, antijen bunu bir enzim, bir
substrat ve transkripsiyon ve translasyon igin gerekli olan bir enerji maddesi iceren bir
gozelti iginde sentezleme ile veya TROPZ2'yi bir baska prokaryotik veya okaryotik

transforme edilmis konak hiicre icinde eksprese etme ile elde edilebilir.

llaveten, antijen ayrica bir membran proteini olan TROP2'nin ekstraselller alanmini bir
uygun konak-vektdr sistemi iginde bir antikorun sabit bélgesine baglama ile elde edilen

bir flizyon proteinini eksprese etme ile bir sekretuvar protein clarak da elde edilebilir.

TROP2 cDNA's1, 6rnegdin, burada bir polimeraz zincir reaksiyonunun (bundan sonra
"PCR" olarak ifade edilir; bakiniz, Saiki, R. K. et al., Science, (1988) 239, pp. 487-489)
bir sablon olarak TROP2Z cDNA'sI eksprese eden bir cDNA kitiphanesi ve TROP2
cDNA'sini spesifik olarak codaltan primerler kullanilarak gerceklestirildigi PCR olarak

adlandinlan bir ydntem, ile elde edilebilir.

Polipeptidin in vitro sentezine gelince, 6rnegin, Roche Diagnostics, Inc. tarafindan
uretilen Rapid Translation System (RTS) emsallendirilebilir ancak bununla

sinidandinimaz.

Prokaryotik konak hicrelerin drnekleri Escherichia coli'yi ve Bacillus subtilis'i igerir.
Konak hucreleri bir hedef gen ile transforme etmek amaciyla, konak hicreler bir
replikon, yani, konak ile uyumlu clan bir tOrden tlretilen bir replikasyon orijini, ve bir
regillatdr dizi iceren bir plazmid vektéri ile transforme edilir. ilaveten, vektér tercihen

transforme edilmis hiicreye fenotipik selektivite empoze edebilen bir diziye sahiptir.

Okaryotik konak hicrelerin érnekleri, omurgali hiicrelerini, bdcek hiicrelerini ve maya
hlcrelerini icerir. Cmurgali hilcreler olarak, érnedin, simian CCS hicreleri (Gluzman,
Y., Cell, (1981) 23, pp. 175-182, ATCC CRL-1650; ATCC: Amerikan Tipi Kultir
Koleksiyonu), mirin fibrablastlart NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658) ve Cin hamster over
hicrelerinin (CHO hicreleri; ATCC: CCL-61) dihidrofolat rediiktaz-kusurlu suglan
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(Urlaub, G. and Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-4220) ve

benzerleri sikhikla kullanilir, bununla birlikte, hiucreler bunlarla simirflandiriimaz.

Bu sekilde elde edilen transformant teknikte genel olarak gergeklestirilen bir ydnteme
gore kiltbrlenebilir ve transformanti kiltirleme ile, bir hedef polipeptit intraseldler

olarak veya ekstraselliler olarak Gretilir.

Kiltirleme igin kullanilacak olan bir uygun vasat kullanilan konak hicrelere gore
teknikte uzmanhgi olan kigiler tarafindan yaygin bir sekilde kullanilan cesitli kaltGr
vasatlarindan segilebilir. Escherichia coli kullanildiginda, 6rnegin, gerektigi lizere bir

antibiyotik, érmedin, ampisilin veya IPMG ile takviye edilmis bir LB vasati kullanilabilir.

Bu tarz kulturleme yoluyla transformant tarafindan intraselller olarak veya ekstraseliler
olarak (retilen bir rekombinant protein, proteinin fiziksel veya kimyasal &zelliginden
yvararlanan bilinen c¢esitli ayirma yodntemlerinin herhangi biri ile ayrilabilir ve

saflastirnlabilir.

Yéntemlerin  spesifik  6mekleri, bir yaygin protein ¢dkelticisi ile  muameleyi,
ultrafiltrasyonu, sivi kromatografisinin  gesitli  tiplerini, drmegin, molekller elek
kromatografisini (jel filtrasyonunu), adsorpsiyonu, kromatografiyi, iyon degisim
kromatografisini ve afinite kromatografisini, diyalizi ve bunlarnn bir kombinasyonunu

igerir.

llaveten, alti histidin rezidiilik bir etiketi ekprese edilecek olan bir rekombinant proteine
tutturma ile, protein bir nikel afinite kolonu ile etkili bir sekilde saflagtinlabilir. Alternatif
olarak, 1gG Fc¢ bélgesini eksprese edilecek olan bir rekombinant proteine tutturma ile,

protein bir protein A kolonu ile etkili bir sekilde saflastirilabilir.

Yukanda tarif edilen yontemleri birlestirme ile, bir hedef polipeptidin bir biylk miktar

yilksek verimde ve yilksek saflikta kolaylikla Uretilebilir.

Yukarida tarif edilen transformantin kendisi ayrica antijen olarak da kullanilabilir.
Alternatif olarak, TROP2 eksprese eden bir hucre hath antijen olarak kullanilabilir.
TROPZ2'yi eksprese ettidi surece meveut buluga gore hicre hattinin bu hicre hatlan ile

sinilandiriimamasina ragmen, bu tarz bir hiicre hattinin &rnekleri, insan akciger



10

15

20

25

30

28

kanseri hatlari NCI-H322'yi, PC14'i, NCIH-H2122'yi ve LCAM1'i, bir insan prostat
kanseri hatti PC3'U, insan pankreatik kanser hatlari BxPC-3'4, Capan-1'i ve PK-1'i, bir
insan ovaryan kanser hattt SKOV3'a ve bir insan kolorektal kanser hatti COLO205'i

icerebilir.

(2) Anti-TROP2 monoklonal antikorunun lretilmesi

TROP2Yi spesifik olarak baglayan antikorun o6rnekleri TROP2'yi spesifik olarak
baglayan bir monoklonal antikoru icerir ve bu tarz antikoru elde etmenin bir yontemi

asadida tarif edildigi sekildedir.

Bir monoklonal antikorun dretimi genel olarak asagdidaki operasyonel adimlari gerektirir:

(a) bir antiien olarak kullanlacak olan bir biyopolimeri saflagstirma veya antijen-
eksprese eden hicreleri hazirlama;

(b) bir hayvani antijenin enjeksiyonu ile immiinize etme ile antikor-Uireten hicreleri
hazirlama, kan alma, dalagin kesip ¢ikanldigi zamani belirlemek igin bunun antikor
titresini analiz etme;

(c) miyelom hicreleri hazirlama (bundan sonra "miyelom” olarak ifade edilir);

(d) antikor-lireten hiicreleri miyelom ile kaynastirma;

(e) bir arzu edilen antikoru Ureten hibridomlarin bir grubunu tarama;

(f) hibridomlar tek hicre klonlarina bélme (klonlama;

(g) opsiyonel olarak, monoklonal antikorun bir biyilk miktarini dretmek icin hibridomu
kiltirleme veya hibridom ile implante edilmis bir hayvani biyitme;

(h) bu sekilde Uretilen monoklonal antikoru biyolojik aktivite ve baglama 6zgullaga icin
inceleme veya bunu bir etiketlenmis reaktif olarak dzellikler igin analiz etme ve

benzerleri.
Bundan sonra, bir monoklonal antikor (retmenin yontemi yukarndaki adimlari izleyerek
detayli bir sekilde tarif edilecektir, bununla birlikte, yontem bununla sinirlandiriimaz ve

Ornegin, dalak hiicreleri ve miyelom disindaki antikor-lireten hiicreler kullanilabilir.

(a) Antijenin saflagtiriimasi
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Antijen olarak, yukarida tarif edildii Uzere yéntem ile hazirlanan TROP2 ve bunun bir

parsiyel peptidi kullanilabilir.

llaveten, TROP2 eksprese eden rekombinant hicrelerden hazirlanan bir membran
fraksiyonu veya TROP2 eksprese eden rekombinant hicrelerin kendisi ve ayni
zamanda teknikte uzmanhgi olan Kisiler tarafindan bilinen bir yéntem ile kimyasal
olarak sentezlenen bulusun proteininin bir parsiyel peptidi de antijen olarak

kullanilabilir.

ilaveten, TROP2 eksprese eden bir hiicre hatti da antijen olarak kullanilabilir.

(b) Antikor-iireten hiicrelerin preparasyonu

Adim (a)'da elde edilen antijen bir adjuvan, érnegdin, Freund komplet veya inkomplekt
adjuvani veya yardimci ajan, érmegin, aliminyum potasyum sulfat, ile kanistinlir ve elde
edilen karisim bir deneysel hayvani imminize etmek igin bir imminojen olarak
kullanilir. Bir alternatif yontemde, deneysel hayvan bir immudnojen olarak antijen-
eksprese eden hicreler ile imminize edilir. Deneysel hayvan olarak, bir bilinen
hibridom dretim yonteminde kullanilan herhangi bir hayvan herhangi bir engel olmadan
kullanilabilir. Spesifik olarak, émegin, bir fare, bir sigan, bir kegi, koyun, sigir, bir at
veya benzerleri kullanilabilir. Bununla birlikte, ekstrakte edilmis antikor-treten hlcreler
ile kaynastirilacak olan miyelom hiicrelerinin mevcudiyetinin kolaylidi bakis agisiyla, bir

fare veya bir sigan tercihen imminize edilecek olan hayvan olarak kullanilir.

llaveten, kullanilacak olan bir farenin veya bir sicanin susu dzel olarak sinirlandirimaz
ve bir fare durumunda, drmegin, ¢esitli suglar, drmedin, A, AKR, BALB/c, BDP, BA, CE,
C3H, 57BL, C57BL, C57L, DBA, FL, HTH, HT1, LP, NZB, NZW, RF, R lll, SJL, SWR,
WB ve 129 ve benzerleri kullanilabilir ve bir sigan durumunda, érnegin, Wistar, Low,

Lewis, Sprague, Dawley, ACI, BN, Fischer ve benzerleri kullanilabilir.

Bu fareler ve siganlar deneysel hayvanlarin besleyicilerinden/daditicilarindan, drnegin,
CLEA Japan, Inc. ve Charles River Laboratories Japan, Inc. firmalarindan, elde

edilebilir.
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Asadida tarif edilen miyelom hicreleri ile kaynastirmanin uygunlugu dikkate
alindiginda, bir fare durumunda, BALB/c susu ve bir sican durumunda, Wistar ve Low

suglar immunize edilecek olan hayvan olarak 6zel olarak tercih edilir.

laveten, insanlar ve fareler arasindaki antijenik homoloji dikkate alindiginda, oto-
antikorlan uzaklastirmak icin azaltlmis biyolojik fonksiyona sahip clan bir fare, yani, bir

otoimmin hastaligi olan bir fare, kullanmak da tercih edilir.

immiinizasyon zamaninda bu tarz farenin veya sicanin yasi tercihen 5 ila 12 haftadir,
daha tercihen 6 ila 8 haftadir.

Ornegin, bir hayvani TROP2 ile veya bunun bir rekombinanti ile imminize etmek
amaciyla, ornegin, Weir, D. M., Handbook of Experimental Immunology Vol. L. I 1ll.,
Blackwell Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. ve Mayer, M. M.,
Experimental Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher Springfield, lllinois
(1964) kaynaklarinda, detayh bir sekilde tarif edilen bir bilinen yéniem veya benzerleri

kullanilabilir.

Bu immilnizasyon yontemleri arasinda, mevcut bulusta bir tercih edilen spesifik

yontem, érnegdin, asagidaki sekildedir,

Yani, ilk olarak, antijen gbrevi géren bir membran proteini fraksiyvonu veya antijeni
eksprese etmeye neden olan hicreler bir hayvana intradermal olarak veya
intraperitoneal olarak uygulanir. Bununla birlikte, uygulamanin her iki yolunun
kombinasyonu immunizasyon etkililigini arttirmak icin tercih edilir ve intradermal
uygulama birinci yarida gergeklestirildiginde ve intraperitoneal uygulama son yarida
veya yalnizca son dozlamda gergeklestirildiginde, immunizasyon etkililigi 6zel olarak
arttinlabilir.

Antijenin uygulama planlamasi imminize edilecek olan hayvanin tipine, mdnferit
farkliiga veya benzerlerine baglh olarak cesitlilik gdsterir. Bununla birlikte, genel olarak,
burada antijenin uygulama sikhdinin 3 ila 6 kere arali§inda oldugu ve dozlam arahiginin
2 ila 6 hafta arahginda oldugu bir uygulama planlamasi tercih edilir ve burada antijenin
uygulama sikliginin 3 ila 4 kere araliinda oldugu ve dozlam araliginin 2 ila 4 hafta

araliinda oldudu bir uygulama planlamasi daha ¢ok tercih edilir.
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llaveten, antijenin dozu hayvanin tipine, manferit farkliliklara veya benzerlerine bagli
olarak cesitlilik gdsterir, bununla birlikte, doz genel olarak 0,05 ila 5 mg'a, tercihen

yaklasik 0,1 ila 0,5 mg'a, ayarlanir.

Bir destekleyici immiinizasyon, yukanda tarif edildigi (izere antijenin uygulanmasindan
1 ila 6 hafta, tercihen 1 ila 4 hafta, daha tercihen 1 ila 3 hafta sonra gergeklestirilir.

immiinojen hiicreler oldugunda, 1 x 10%ila 1 x 107 hiicre kullanilir.

Destekleyici immuinizasyonu gerceklestirme zamaninda antijenin dozu, hayvanin tipine
veya hoyuna veya benzerlerine bagh olarak cesitlilik gosterir, bununla birlikle, drnegin,
bir fare, durumunda, doz genel olarak 0,05 ila 5 mg'a, tercihen 0,1 ila 0,5 mg'a, daha
tercihen yaklasik 0,1 ila 0,2 mg'a, ayarlanir. Imminojen hiicreler oldugunda, 1 x 10° ila

1 x 107 hiicre kullanilir.

Dalak hicrelerini veya antikor-ureten hicreleri igeren lenfositler destekleyici
immunizasyondan 1 ila 10 gin, tercihen 2 ila 5 glin, daha tercihen 2 ila 3 gln sonra
imminize edilmis hayvandan aseptik olarak uzaklastirihir. Bu sirada, antikor titresi
olcilur ve bir yeterli bir sekilde arttirilmis antikor titresine sahip olan bir hayvan antikor-
Ureten hicrelerin bir tedarik kaynadi olarak kullanildiginda, miiteakip prosediir daha

etkili bir sekilde gergeklestirilebilir.

Burada kullanilacak olan antikor titresini odlgmenin ydnteminin drnekleri bir RIA
ydntemini ve bir ELISA ybdntemini i¢erir ancak ydntem bunlarla sinirlandinimaz.
Ornegin, bir ELISA yéntemi kullanildiginda, bulugta antikor titresinin élgimi asadida

tarif edildigi Uzere prosedurlere gore gergeklestirilebilir.

ik olarak, bir saflastinimis veya kismen saflastinlmis antijen bir kati fazin yiizeyine,
ornegin, ELISA igin bir 96-kuyucuklu plakaya, adsorbe edilir ve buna adsorbe edilmis
herhangi bir antijene sahip olmayan kati fazin yizeyi antijen ile ilgili olmayan bir
protein, drnegin, bovin serum albimini (BSA), ile kaplanir. Yizeyi yikadiktan sonra,
yizey, 6rnek icindeki antikorun antijeni badlamasina olanak saglamak icin bir primer

antikor olarak bir seri olarak seyreltiimis 6mek (6rmegin, fare serumu) ile temas ettirilir.
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llaveten, bir sekonder antikor olarak, bir fare antikoruna karsi bir enzim ile etiketlenmisg
bir antikor eklenir ve fare antikorunu baglamasina izin verilir. Yikamadan sonra, enzim
icin bir substrat eklenir ve absorbansta substratin parcalanmasi veya benzerleri ile
induklenen renk gelisiminden dolayl gerceklesen bir dedisim dlgiilir ve antikor titresi

olgime gdre hesaplanir.

Antikor (reten hcrelerin, immiinize edilmis bir hayvanin dalak hiicrelerinden veya
lenfositlerinden ayrilmasi, bilinen bir yonteme (6rnegin Kohler et al., Nature (1975),
256, p. 495; Kohler et al., Eur. J. Immunol. (1977), 6, p. 511; Milstein et al., Nature
(1977), 266, p. 550; Walsh, Nature (1977), 266, p. 495) gbre yiritilebilir. Omegin,
dalak htcreleri durumunda, burada antikor-treten hdcrelerin bir paslanmaz ¢elik elek
ile filtrasyon yoluyla hlcreleri elde etmek igin dalagl homojenize etme ve hicreleri
Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) iginde sUspanse etme ile aynldidi bir genel

yontem kullanilabilir.

(c) Miyelom hiicrelerinin (bundan sonra, “"miyelom"” olarak ifade edilir)

preparasyonu

Hicre fazyonu igin kullanilacak olan miyelom hucreleri 6zel olarak sinirlandirnimaz ve
uygun hOcreler bilinen hicre hatlarindan secilebilir. Bununla birlikte, bir hibridom
kaynastirilmis hiicrelerden secildiginde uygunluk dikkate alindiginda, seleksiyon
prosedirl belirlenmis olan bir HGPRT {hipoksantin-guanin fosforibosil transferaz)

kusurlu sus kullanmak tercih edilir.

Daha spesifik olarak, HGPRT-kusurlu susun o&mekleri, farelerden turetilen X63-
Ag8(X63)i, NST1-ANS/1(NS1)i, P3X63-Ag8.U1(P3U1)i, X63-Ag8.653(X63.653)u,
SP2/0-Ag14(SP2/0)), MPC11-45.6TG1.7(45.6TG)'yi, FO'yu, S142/5XX0O'yu ve BU.1%;
sicanlardan tlretilen 210.RSY3.Ag.1.2.3(Y3)'l ve insanlardan tlretilen U266AR(SKO-
007)yi, GM1500-GTG-A12(GM1500)'i, UC729-8'yi, LICR-LOW-HMy2(HMy2)yi ve
8226AR/NIP4-1(NP41)'i igerir. Bu HGPRT-kusurlu suslara, drnegin, ATCC'den veya

benzerlerinden, erisilebilir.

Bu hicre suslan bir uygun vasat, ormegin, bir 8-azaguanin vasati {glutamin, 2-
merkaptoetanol, gentamisin ve fetal buzag serumu (bundan sonra "FBS" olarak ifade

edilir) ile takviye edilmis bir RPMI 1640 vasatina 8-azaguanin ekleme ile elde edilen bir
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vasat), Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) veya Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM), ig¢inde alt-kdltirlenir.  Bu  durumda, hacre flzyonunu
gerceklestirmeden 3 ila 4 gan 6nce, hacreler hiicre fuzyonu ganinde en az 2 x 107
hicreyi garanti etmek icin bir normal vasat (6rnegin, %10 FCS igeren (Ajinomoto Co.,

Ltd. tarafindan Uretilmig) bir ASF104 vasati) icinde alt-kultirlenir.

(d) Hicre fuzyonu

Antikor Greten hicreler ile miyelom hicreleri arasindaki flizyon, bilinen bir yénteme
gére (Weir, D. M. Handbook of Experimental Immunology Vol. I. II. lll., Blackwell
Scientific Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. and Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher, Springfield, llinois {1964), vb.)
hicrelerin hayatta kalma oraninin asirt derecede disirilmeyecedi kosullar altinda

gerceklestirilehilir,

Bu tarz bir yontem olarak, 6rnegdin, burada antikor-lireten hiicrelerin ve miyelom
hicrelerinin bir ylksek konsantrasyonda bir polimer, érnegin, polietilen glikol, igceren bir
¢ozelti icinde karistinldigi bir kimyasal yéntem, elektrik stimilasyonu kullanilan bir
fiziksel yontem veya benzerleri kullanilabilir. Bu yontemler arasinda, kimyasal yontemin

bir spesifik drnedi asadida tarif edildigi sekildedir.

Yani, polietilen glikollin bir yliksek konsantrasyonda bir polimer igeren ¢dzelti icinde
kullanildigi durumda, antikor-Greten hicreler ve miyelom hicreleri 1500 ila 6000
araliinda, daha tercihen 2000 ila 4000 araliyinda, bir molekuler adirhga sahip olan bir
polietilen glikol ¢ozeltisi icinde 30 ila 40°C araliqinda, tercihen 35 ila 38°C araliginda,

olan bir sicaklikta, ila 10 dakika, tercihen 5 ila 8 dakika, boyunca karigtirhr.

(e) Hibridomlarin bir grubunun seleksiyonu

Yukarida tarif edilen hiicre fizyonu ile elde edilen hibridomlari segmenin ydntemi 6zel
olarak sinirlandinlmaz. Genel olarak, bir HAT (hipoksantin, aminopterin, timidin)
seleksiyon ydntemi (Kohler et al., Nature (1975), 256, p. 495; Milstein et al., Nature
(1977), 266, p. 550) kullanilir.
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Bu ydntem, hibridomlar aminopterin varhi§inda sad kalamayan bir HGPRT-kusurlu
susun miyelom hucreleri kullanilarak elde edildiginde etkilidir. Yani, kaynastinimamis
hucreleri ve hibridomlart bir HAT vasati i¢cinde kultirleme ile, yalnizca aminopterine

direngli hibridomlarin selektif bir sekilde sag kalmasina ve ¢ogdalmasina izin verilir.

(f) Tek hiicre klonuna bélme {(klonlama)

Hibridomlar igin bir klonlama ydntemi olarak, bir bilinen yontem, drnegin, bir
metilselliloz yontemi, bir yumusak agar yontemi veya bir sinirlayici seyreltme yontemi,
kullanilabilir (bakiniz, 6rnegdin, Barbara, B. M. ve Stanley, M. S.: Selected Methods in
Cellular Immunology, W. H. Freeman and Company, San Francisco (1980)). Bu
yéntemler arasinda, dzel olarak, bir dg-boyutlu kdltlr ydntemi, érnegdin, bir metilsellloz
yontemi, tercih edilir. Ornedin, hicre flzyonu ile Uretilen hibridomlarin grubu bir
metilselliloz vasati, d&rnedin, ClonaCell-HY Selection Medium D (StemCell
Technologies, Inc. tarafindan Gretilmistir, #03804), icinde slispanse edilir ve kiltlrlenir.
Akabinde, olusturulan hibridom kolonileri toplanir, boylece monoklonal hibridomlar elde
edilebilir. Toplanan ilgili hibridom kolonileri kiltarlenir ve bir elde edilen hibridom kultGr
sUpernatanti iginde bir kararli antikor titresine sahip oldugu konfirme edilmis olan bir

hibridom bir TROP2 monaoklonal antikoru-Ureten hibridom susu olarak secilir,

Bu sekilde olusturulan hibridom susunun drnekleri, TROPZ2 hibridomu TINAT'i igerir. Bu
spesifikasyonda, TROP2 hibridomu TINA1 tarafindan (retilen bir antikor bir "TINA1
antikoru" veya basit bir sekilde "TINA1" olarak ifade edilir.

TINA1 antikorunun agir zincir degisken bolgesi Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 2 ile temsil
edilen bir amino asit dizisine sahiptir. ilaveten, TINA1 antikorunun hafif zincir degisken
bolgesi Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 4 ile temsil edilen bir amino asit dizisine sahiptir.
(g) Monoklonal antikorun hibridomu kiiltiirleme ile preparasyonu

Bu sekilde segilen hibridomu kiltlrleme ile, bir monoklonal antikor etkili bir sekilde elde
edilebilir. Bununla birlikte, kiltirlemeden once, bir hedef monoklonal antikoru Greten bir

hbridomun taranmasini ger¢eklestirmek tercih edilir.

Bu tarz taramada, bir bilinen yéntem kullanilabilir.
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Bulusta antikor titresinin dlcima, érnegin, yukarnda tarif edilen madde (b)de aciklanan

bir ELISA ydntemi, ile gerceklestirilebilir.

Yukarnda tarif edilen yontem ile elde edilen hibridom -80°C'de veya altinda sivi nitrojen

icinde veya bir dondurucu iginde bir dondurulmus halde saklanabilir.

Klonlamanin tamamlanmasindan sonra, vasat bir HAT vasatindan bir normal vasata

degistirilir ve hibridom kiltiirlenir.

Blyuk-olcekte kualtir, bir bayuk kiltur sisesi kullanarak rotasyon kulturu ile veya spin
edici kiltir ile gergeklestirilir. Blyilk-Slgekte kiltir ile elde edilen stpernatanttan,
bulusun proteinini spesifik olarak bagdlayan bir monoklonal antikor teknikte uzmanlig
olan kigiler tarafindan bilinen bir yontem, &rnedin, jel filtrasyonu, kullanilarak

saflagtirma ile elde edilebilir.

llaveten, hibridom hibridomu cogaltmak igin hibridom ile ayni sustan (6megin, yukar
tarif edilen BALB/c) bir farenin veya bir Nu/Nu farenin abdominal kavitesine enjekte
edilir, béylece bulusun monoklonal antikorunu blylk bir miktarda igeren assitler elde

edilebilir.

Hibridomun abdominal kaviteye uygulandi§i durumda, bir mineral yag, o&rnegin,
2,6,10,14-tetrametil pentadekan (pristan) bundan 3 ila 7 glin 6nce uygulandiginda,

assitlerin daha biyuk bir miktarn elde edilebilir.

Ornegin, bir immunosiipresan T hiicreleri inaktive etmek igin hibridom ile ayn sustan
bir farenin abdominal kavitesine dnceden enjekte edilir. Bundan 20 giin sonra, 10° ila
107 hibridom klon hiicresi bir serumsuz vasat (0,5 ml) iginde slspanse edilir ve
suspansiyon farenin abdominal kavitesine uygulanir. Genel olarak, abdomin
genisletildiginde ve assitler ile dolduruldugunda, assitler fareden toplanir. Bu yontem
ile, monoklonal antikor kiltiir ¢ézeltisindekine kiyasla yaklasik 100 kat veya gok daha

yiksek olan bir konsantrasyonda elde edilebilir.



10

15

20

25

30

35

36

Yukarida tarif edilen yéntem ile elde edilen monaoklonal antikor, érnedin, Weir, D. M.:
Handbook of Experimental Immunology Vol. |, Il, lll, Blackwell Scientific Publications,

Oxford (1978), kaynaginda, tarif edilen hir yontem ile saflagtirilabilir.

Bu sekilde elde edilen monacklonal antikor TROPZ igin ylksek antijen o6zgulligiine

sahiptir.

(h) Monoklonal antikorun analizi

Bu sekilde elde edilen monoklonal antikorun izotipi ve alt-sinifi agagida oldugu sekilde

belirlenebilir.

ik olarak, tanimlama yénteminin ornekleri bir Ouchterlony yontemini, bir ELISA

yontemini ve hir RIA ydntemini icerir,

Bir Ouchterlony yontemi basittir ancak moncklonal antikorun konsantrasyonu diisik

oldugunda, bir kondensasyon operasyonu gereklidir.

Diger taraftan, bir ELISA ydntemi veya bir RIA yontemi kullanildidinda, kaltir
sUpernatantini bir antijen-adsorbe edilmis kati faz ile dogrudan reaksiyona sokma ve
sekonder antikorlar olarak immuinoglubllin izotiplerinin ve alt-siniflarinin gesitli tiplerine
karsilik gelen antikordar kullanma ile, monoklonal antikorun izotipi ve alt-sinifi

tanimlanabilir.

Buna ek olarak, bir daha basit ydontem olarak, piyasada satilan bir tanimlama Kkiti
(6bmedin, Bio-Rad Laboratories, Inc. tarafindan dretilen Mouse Typer Kit) veya

benzerleri de kullanilabilir.

llaveten, bir proteinin kantitatif belilenmesi Folin Lowry yontemi veya 280 nm'deki
absorbansi temel alan bir hesaplama ydntemi (1,4 (OD 280) = immiinoglobiilin 1

mg/ml) ile gergeklestirilebilir.

llaveten, monoklonal antikor (2Ydeki (a) ile (h) arasindaki adimlar yeniden
gerceklesgtirme ile ayn bir sekilde ve bagimsiz bir gekilde elde edildiginde bile, TINA1

antikorununkine es-deder clan bir sitotoksik aktiviteye sahip olan bir antikor elde etmek
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mimkdindir. Bu tarz bir antikorun bir érnedi olarak, TINA1 antikoru ile ayni epitopu
baglayan bir antikor emsallendirilebilir. Bir yeni Gretilmis monoklonal antikor TINA1
antikorunun bagladigi bir parsiyel peptidi veya bir parsiyel tersiyer yapiyr bagladiginda,
monoklonal antikarun TINA1 antikoru ile ayni epitopu bagladigi belirlenebilir. ilaveten,
monoklonal antikorun TROP2'yi baglama igin TINA1 antikoru ile rekabet ettigini (yani,
monoklonal antikorun TINA1 antikoru ve TROP2 arasindaki baglamayi inhibe ettigini)
konfirme etme ile, spesifik epitop dizisi veya yapisi belilenmemis olsa bile, monoklonal
antikorun anti-TROPZ2 antikoru ile ayni epitopu bagladigi belirlenebilir. Monoklonal
antikorun anti-TROP2 antikoru ile ayni epitopu bagladigi konfirme edildiinde,
monoklonal antikorun TINA1 antikorununkine es-deder olan antijen-baglama afinitesine

ve bir biyolojik aktiviteye sahip olmasi guclu bir gekilde beklenir.

(3) Diger antikorlar

Bulusun antikoru yalnizca, TROP2'ye karsi yukanda tarif edilen monoklonal antikoru
degil ayni zamanda insanlara heterolog antijenisiteyi azaltma amaciyla yapay
modifikasyon ile elde edilen bir rekombinant antikor, &rnedin, bir kimerik antikor, bir
beserilegtirilmis antikor ve bir insan antikoru, da i¢erir. Bu antikorlar bir bilinen yéntem

kullanilarak Gretilebilir.

Kimerik antikor olarak, burada antikor degisken ve sabit bdlgelerinin farkh tlrlerden
turetildigi bir antikoru, drmegin, burada bir fare- veya sigan-kaynakh antikor degisken
bolgesinin bir insan-kaynakli antikor sabit bdlgesine baglandigi bir kimerik antikor
emsallendirilebilir (bakiniz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855, (1984)).

Beserilestirilmis antikor olarak, yalnizca bir tamamlayicilik belirleme bolgesini (CDR) bir
insan-kaynakl antikora entegre etme ile elde edilen bir antikor (bakiniz, Nature (1986)
321, pp. 522-525) ve gercevenin ayni zamanda CDR dizisinin amino asit rezid(lerinin
bir parcasini bir CDR-greft etme ydntemi ile bir insan antikoruna greft etme ile elde

edilen bir antikor (WO 90/07861 Numarali Uluslararasi Yayin) emsallendirilebilir.

Bununla birlikte, TINA1 antikorundan tdretilen beserilestiriimis antikor, beserilestiriimis
antikor TINA1 antikorunun CDR dizilerinin 6 tipinin timine sahip oldudu sdrece, bir
spesifik besgerilestiriimis antikor ile sinirlandirimaz. TINA1 antikerunun agir zincir

degisken bolgesi, Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 23 ile temsil edilen bir amino asit
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dizisinden olusan CDRH1'e (TAGMQ), Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 24 ile temsil edilen
bir amino asit dizisinden olusan CDRH2've (WINTHSGVPKYAEDFKG) ve Dizi
Listesi'nde SEQ ID NO: 25 ile temsil edilen bir amino asit dizisinden olusan CDRHe'e
(SGFGSSYWYFDV) sahiptir. ilaveten, TINA1 antikorunun hafif zincir degisken balgesi,
Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 26 ile temsil edilen bir amino asit dizisinden olusan
CDRL1'e {(KASQDVSTAVA), Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 27 ile temsil edilen bir amino
asit dizisinden olusan CDRLZ2'e (SASYRYT) ve Dizi Listesi'nde SEQ ID NO: 28 ile
temsil edilen bir amino asit dizisinden olugan CDRL3'e (QQHYITPLT) sahiptir.

Bir fare antikoru TINA1'in beserilestiriimis antikorunun bir &rnedi olarak, (1) Dizi
Listesi'ndeki SEQ ID NO: 12'nin, 14'4n veya 16'nin 20 ila 140 arasindaki amino asit
rezidilerinden olugan bir amino asit dizisinin, (2) yukaridaki tarif edilen amino asit dizisi
(1) ile en az %95'lik veya daha fazla olan bir homolojiye sahip olan hir amino asit
dizisinin ve (3) burada yukarida tarif edilen amino asit dizisi (1) igindeki bir veya bir kag
amino asidin silindigi, stubstlte edildigi veya eklendidi bir amino asit dizisinin herhangi
birinden olusan bir agir zincir degisken bdlgesi igeren bir adir zincirin ve (4) Dizi
Listesi'ndeki SEQ ID NO: 18'in, 20'nin veya 22'nin 21 ila 129 arasindaki amino asit
rezidilerinden olugsan bir amino asit dizisinin, (5) yukardaki tarif edilen amino asit dizisi
(4) ile en az %95'lik veya daha fazla olan bir homolojiye sahip olan hir amino asit
dizisinin ve (8) burada yukarida tarif edilen amino asit dizisi (5) igindeki bir veya bir kag
amino asidin silindigi, stubstlte edildigi veya eklendidi bir amino asit dizisinin herhangi
birinden olusan bir hafif zincir degisken bolgesi igeren bir hafif zincirin bir keyfi

kombinasyonu emsallendirilebilir.

Burada kullanildigi sekliyle, "bir ka¢" terimi, 1 ila 10'u, 1 ila Q'u, 1 ila 8'i, 1 ila 7'yi, 1 ila
6'yi, 1ila 5, 1 ila 4'G, 1 ila 3'0 veya 1'i veya 2'yi ifade eder.

Bu spesifikasyonda amino asit slbstitlisyonu olarak, bir konservatif amino asit
sUbstitisyonu tercih edilir. Konservatif amino asit sibstitisyonu, amino asit yan
zincirleri ile ilgili olan amino asitlerin bir grubu icinde gergeklesen bir siibstitlisyonu
ifade eder. Tercih edilen amino asit gruplan asagidaki sekildedir: bir asidik grup
(aspartik asit ve glutamik asit); bir bazik grup (lizin, arjinin ve histidin); bir polar-olmayan
grup (alanin, valin, 16sin, izoldsin, prolin, fenilalanin, metiyonin ve ftriptofan) ve bir
yuksuz polar familya (glisin, asparajin, glutamin, sistein, serin, treonin ve tirozin). Daha

¢ok tercih edilen amino asit gruplari agsagidaki sekildedir: bir alifatik hidroksi grup (serin
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ve treonin); bir amid-iceren grup (asparajin ve glutamin); bir alifatik grup (alanin, valin,
I8sin ve izoldsin) ve bir aromatik grup (fenilalanin, triptofan ve tirozin). Bu tarz bir amino
asit substitusyonu tercihen, orijinal amino asit dizisine sahip olan bir dizinin dzelliklerini

bozmayan bir aralik icinde gergeklestirilir.

Yukarida tarif edilen bir agir zincirin ve bir hafif zincirin bir tercih edilen
kombinasyonuna sahip olan bir antikor olarak, SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 140 arasindaki
amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir degisken
bdlgeyi iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 129 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir degisken bdlgeyi iceren bir
hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 140 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir degisken bélgeyi iceren bir
agir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olugan bir amino asit dizisinden olugan bir degisken bdlgeyi iceren bir hafif zincirden
olusan bir antikor; SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 140 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir degisken bdlgeyi igeren bir
agir zincirden ve SEQ ID NO: 22'nin 21 ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olugan bir degisken bdlgeyi iceren bir hafif zincirden
olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'Un 20 ila 140 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olusan hir degisken bdlgeyi igeren bir agir zincirden ve
SEQ ID NO: 18'in 21 ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino
asit dizisinden olusan bir degisken bolgeyi igeren bir hafif zincirden olugan bir antikor;
SEQ ID NO: 14'Gn 20 ila 140 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino
asit dizisinden olusan bir dedisken bdlgeyi iceren bir agir zincirden ve SEQ ID NO:
20'nin 21 ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit
dizisinden olusan bir degisken bdlgeyi iceren bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ
ID NO: 14'Gn 20 ila 140 arasindaki amino asit pozisyonlarindan clusan bir amino asit
dizisinden olusan bir dedisken bélgeyi igeren bir adir zincirden ve SEQ 1D NO: 22'nin
21 ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarindan glusan bir amino asit dizisinden
olusan bir degisken bdlgeyi iceren bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ 1D NO:
16'nin 20 ila 140 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugsan bir amino asit
dizisinden olugsan bir degisken bolgeyi iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21
ila 129 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olugan
bir degisken bolgeyi iceren bir hafif zincirden olugan bir antikor; SEQ ID NO: 16'nin 20

ila 140 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olugan
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bir degisken bodlgeyi iceren bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 129
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir
degisken bolgeyi iceren bir hafif zincirden olusan bir antikor ve SEQ ID NO: 16'nin 20
ila 140 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olugan
bir degisken bdlgeyi iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 22'nin 21 ila 129
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir

degisken bolgeyi igeren bir hafif zincirden olusan bir antikor emsallendirilebilir.

llaveten, yukarida tarif edilen bir agir zincirin ve bir hafif zincirin bir daha cok tercih
edilen kombinasyonuna sahip olan bir antikor olarak, SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 470
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olugan bir agir
zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID
NO: 12'nin 20 ila 470 arasindaki aming asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit
dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 234 arasindaki amino
asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan
bir antikor; SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 470 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NC: 22'nin 21 ila
234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan clusan bir amino asit dizisinden olusan bir
hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'lUn 20 ila 470 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID
NO: 18'in 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugsan bir amino asit
dizisinden olugan bir hafif zincirden olugan bir antikor; SEQ ID NO: 14'lGn 20 ila 470
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir agir
zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden clusan bir hafif zincirden olusan hir antikor; SEQ ID
NO: 14'Un 20 ila 470 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit
dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 22'nin 21 ila 234 arasindaki amino
asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan
bir antikor; SEQ ID NO: 16'"nin 20 ila 470 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila
234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir
hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 16'nin 20 ila 470 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olugan bir agir zincirden ve SEQ ID

NO: 20'nin 21 ila 234 arasindaki aming asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit
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dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor ve SEQ ID NO: 16'nin 20 ila 470
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir agir
zincirden ve SEQ ID NO: 22'nin 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor

emsallendirilebilir.

Yukarida tarif edilen bir adir zincirin ve bir hafif zincirin bir stlin tercih edilen
kombinasyonuna sahip olan bir antikor olarak, SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 140 arasindaki
amino asit rezidllerinden olugan bir amino asit dizisinden olugan bir degisken bolgeyi
iceren bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 18in 21 ila 129 arasindaki amino asit
rezidulerinden olugan bir amino asit dizisinden olugan bir degisken bdlgeyi iceren bir
hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'Un 20 ila 140 arasindaki amino asit
reziddlerinden olusan bir aminc asit dizisinden clusan hir degisken bdlgeyi igeren bir
agir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidiilerinden
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir degigken bdlgeyi iceren bir hafif zincirden
olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'Un 20 ila 140 arasindaki amino asit rezidllerinden
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir dedisken bolgeyi iceren bir agir zincirden ve
SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidllerinden olusan bir amino
asit dizisinden olusan bir degisken bolgeyi iceren bir hafif zincirden olusan bir antikor
ve SEQ ID NO: 16'nin 20 ila 140 arasindaki amino asit rezid(ilerinden olusan bir amino
asit dizisinden olusan bir degisken bdlgeyi igeren bir agir zincirden ve SEQ ID NO:
22'nin 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidillerinden olusan bir amino asit dizisinden
olusan bir degisken bdlgeyi igeren bir hafif zincirden olugan bir antikor

emsallendirilebilir.

llaveten, yukarida tarif edilen bir agir zincirin ve bir hafif zincirin bir baska daha ¢ok
tercih edilen kombinasyonuna sahip olan bir antikor olarak, SEQ ID NO: 12'nin bir
amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in bir amino asit
dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEG ID NO: 12'nin bir amino asit
dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin bir amino asit dizisinden
olusan bir hafif zincirden olugan bir antikor; SEQ ID NO: 12'nin bir amino asit dizisinden
olusan bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 22'nin bir amino asit dizisinden olusan bir hafif
zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'ln bir amino asit dizisinden olusan bir agir
zincirden ve SEQ ID NO: 18'in bir amino asit dizisinden olugan bir hafif zincirden

olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'ln bir amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden
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ve SEQ ID NO: 20'nin bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir
antikor; SEQ ID NO: 14'an bir amino asit dizisinden olugsan bir agir zincirden ve SEQ ID
NQO: 22'nin bir aming asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID
NO: 16'nin bir amino asit dizisinden olusan bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in bir
amino asit dizisinden olugan bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 16'nin bir
amino asit dizisinden olugan bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin bir amino asit
dizisinden olugan bir hafif zincirden olusan bir antikor ve SEQ ID NO: 16'nin bir amino
asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 22'nin bir amino asit dizisinden

olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor emsallendirilebilir.

Yukarida tarif edilen bir agir zincirin ve bir hafif zincirin bir GUstun tercih edilen
kombinasyonuna sahip olan bir antikor olarak, SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 470 arasindaki
amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden clusan bir agir zincirden
ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir
amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID NO: 14'(in 20
ila 470 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan
bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 234 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir
antikor; SEQ ID NO: 14'Un 20 ila 470 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir
amino asit dizisinden olusan bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 234
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif
zincirden olusan bir antikor ve SEQ ID NO: 16'nin 20 ila 470 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID
NO: 22'nin 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit

dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor emsallendirilebilir.

llaveten, yukarida tarif edilen bir agir zincirin ve bir hafif zincirin bir daha Ustun tercih
edilen kombinasyonuna sahip olan bir antikor olarak, SEQ ID NO: 12'nin 20 ila 469
arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olugsan bir agir
zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan
olusan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor; SEQ ID
NO: 14'in 20 ila 469 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olusan bir amino asit
dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID NO: 18'in 21 ila 234 arasindaki amino
asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit dizisinden olugan bir hafif zincirden olugan

bir antikor; SEQ ID NC: 14'Un 20 ila 469 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan
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bir amino asit dizisinden olugan bir adir zincirden ve SEQ ID NO: 20'nin 21 ila 234
arasindaki amino asit pozisyonlarindan oclusan bir amino asit dizisinden olusan bir hafif
zincirden olusan bir antikor ve SEQ ID NO: 16'nin 20 ila 469 arasindaki amino asit
pozisyonlarindan olusan bir amino asit dizisinden olusan bir agir zincirden ve SEQ ID
NO: 22'nin 21 ila 234 arasindaki amino asit pozisyonlarindan olugan bir amino asit

dizisinden olusan bir hafif zincirden olusan bir antikor emsallendirilebilir.

Yukarida tarif edilen agir zincir amino asit dizisi ile bir yliksek homolojiye sahip olan bir
diziyi yukarnda tarif edilen hafif zincir amino asit dizisi ile bir yiksek homolojiye sahip
olan bir dizi ile birlestirme ile, yukarida tarif edilen antikorlann her birininkine es-deder
olan bir biyolojik aktiviteye sahip olan bir antikoru se¢gmek mimkindiar. Bu tarz bir
homoloji genel olarak, %80 veya daha ylksek olan bir homolojidir, tercihen %90 veya
daha yuksek olan bir homolojidir, daha tercihen %95 veya daha yuksek olan bir
homolojidir, en tercihen %99 veya daha yilksek olan bir homolojidir. llaveten, burada
agir zincir veya hafif zincir aming asit dizisinde bir ila bir kag amino asit rezidisln(in
substiite edildigi, silindigi veya eklendigi bir amin asit dizisini birlestirme ile, yukarida
tarif edilen antikorlarin her birininkine eg-deger olan bir biyolojik aktiviteye sahip olan bir

antikoru segmek de mimkdandr.

iki amino asit dizisi arasindaki homoloji Blast algoritmasi versiyon 2.2.2'nin (Altschul,
Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaeffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang,
Webb Miller ve David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402)
varsayllan parametreleri kullanilarak beliflenebilir.  Blast algoritmasi ayrica,

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast sitesine erisim ile internet araciigiyla da kullanilabilir.

Dizi Listesinde SEQ ID NO: 12, 14 veya 16 ile temsil edilen agir zincir amino asit
dizisinde, 1 ila 19 arasindaki amino asit rezidilerinden olusan bir amino asit dizisi bir
sinyal dizisidir, 20 ila 140 arasindaki amino asit rezidilerinden olusan bir amino asit
dizisi bir dedisken bdlgedir ve 141 ila 470 arasindaki amino asit rezidilerinden olusan
bir amino asit dizisi bir sabit bdlgedir. SEQ ID NO: 12'nin, 14'Gn ve 16'nin dizisi

sirasiyla Sekil 3'te, 4'te ve 5'te gosterilir.

llaveten, Dizi Listesilnde SEQ ID NO: 18, 20 veya 22 ile temsil edilen hafif zincir amino

asit dizisinde, 1 ila 20 arasindaki amino asit rezidilerinden olusan bir amino asit dizisi
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bir sinyal dizisidir, 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidllerinden olugsan bir amino asit
dizisi bir degisken bolgedir ve 130 ila 234 arasindaki amino asit rezidiilerinden olugan
bir amino asit dizisi bir sabit bdlgedir. SEQ ID NO: 18'in, 20'nin ve 22'nin dizisi sirasiyla
Sekil 6'da, 7'de ve 8'de gdsterilir.

llaveten, bulugsun antikoru, TROP2'yi baglayan bir insan antikoru igerir. Bir anti-TROP2
insan antikoru, bir insan kromozomundan tiretilen bir antikorun yalnizca bir dizisine
sahip olan hir insan antikorunu ifade eder. Anti-TROPZ2 insan antikoru, bir insan
antikorunun agir ve hafif zincir genlerini igeren bir insan kromozomu fragmanina sahip
olan bir insan antikoru-reten farenin kullanildigi bir ydntem ile elde edilebilir. (bakiniz
Tomizuka, K. et al., Nature Genetics (1997) 16, pp. 133-143; Kuroiwa, Y. et al., Nucl.
Acids Res. (1998) 26, pp. 3447-3448; Yoshida, H. et al., Animal Cell Technology: Basic
and Applied Aspects vol. 10, pp. 69-73 {(Kitagawa, Y., Matuda, T. and lijima, S. eds.),
Kluwer Academic Publishers, 1999; Tomizuka, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(2000) 97, pp. 722-727, vb.).

Bu tarz bir insan antikoru-Ureten fare spesifik olarak agagida oldugu sekilde
olusturulabilir. Burada endojen immunoglobulin agir ve hafif zincir gen lokuslarinin
bozuldudu ve bunun yerine, bir maya yapay kromozom (YAC) vektord veya benzerleri
vasitasiyla insan immiinoglobllin agir ve hafif zincir gen lokuslarinin uygulandidi bir
genetik olarak modifiye edilmis hayvan bir nakavt hayvan ve bir transgenik hayvan

uretme ve bu hayvanlari giftlestirme ile olusturulur.

llaveten, bir rekombinant DNA teknigine gdre, bir insan antikorunun bu tarz bir agir
zincirinin ve bir hafif zincirinin her birini gifreleyen c¢DNA'lan ve tercihen bu tarz
cDNA'lar igeren bir vektdri kullanma ile, dkaryotik hucreler transforme edilir ve bir
rekombinant insan monoklonal antikoru Ureten bir transformant hicre kiltOrlenir

bdylece antikor ayrica kiltur stipematantindan da elde edilebilir.

Burada, konak olarak, drnedin, dkaryotik hiicreler, tercihen memeli hiicreleri, Grnegin,

CHO hiicreleri, lenfositler veya miyelom hicreleri, kullanilabilir.

Ayrica, hir insan antikor kituphanesinden secilen bir faj gdsteriminden derive edilen
insan antikorunun elde edilmesine ydnelik bir ydntem de bilinmektedir (bakimz Weir, D.

M. Handbook of Experimental Immunclogy Vol. I. Il. 1., Blackwell Scientific
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Publications, Oxford (1987); Kabat, E. A. and Mayer, M. M., Experimental
Immunochemistry, Charles C Thomas Publisher, Springfield, lllinois {1964), vb.).

Ornegin, burada bir insan antikorunun bir dedisken bdlgesinin bir tek-zincirli antikor
(scFv) olarak bir fajin ylzeyi Uzerinde eksprese edildigi ve bir antijeni bagdlayan bir fajin
secildigi bir faj gdsterim yontemi (Nature Biotechnology (2005), 23, (9), pp. 1105-1116)

kullanilabilir.

Bir antijeni baglamaya gore secilen fajin genini analiz etme ile, bir antijeni baglayan bir

insan antikorunun degisken bélgesini sifreleyen bir DNA dizisi belirlenebilir.

Bir antijeni badlayan scFv'nin DNA dizisi belirlendidinde, bir insan antikaru diziyi igeren
bir ekspresyon vektdrind hazirlama ve bunu eksprese etmek igin vektdrld bir uygun
konak igine uygulama ile elde edilebilir (WO 22/01047, WO 92/20791, WO 93/06213,
WO 93/11236, WO 93/19172, WO 95/01438, WO 95/15388 Numarali Uluslararasi
Yayinlar; Annu. Rev. Immunol. (1994) 12, pp. 433-455; Nature Biotechnology (2005)
23 (9), pp. 1105-1116).

Bir yeni Gretilmis insan antikoru TINA1 antikorunun bagdladidi bir parsiyel peptidi veya
bir parsiyel tersiyer yapiyl bagladiginda, insan antikorunun TINA1 antikoru ile ayni
epitopu bagladigi belirlenebilir. llaveten, insan antikorunun TROPZ2'yi baglama igin
TINA1 antikoru ile rekabet ettigini (yani, insan antikorunun TINA1 antikoru ve TROP2
arasindaki baglamayi inhibe ettigini) konfirme etme ile, spesifik epitop dizisi veya yapisi
belirlenmemis olsa bile, insan antikorunun TINA1 antikoru ile ayni epitopu bagladigi
belirlenebilir. insan antikorunun TINA1 antikoru ile ayni epitopu bagladigi konfirme
edildiginde, insan antikorunun TINA1 antikorununkine esg-deder olan bir biyolojik

aktiviteye sahip olmasi glgll bir sekilde beklenir.

Yukarida tarif edilen yontem ile elde edilen kimerik antikorlar, beserilestiriimis antikorlar
veya insan antikorlar bir bilinen yontem veya benzerleri ile bir antijeni baglama dzelligi

icin degerlendirilir ve bir tercih edilen antikor segilebilir.

Antikorlarin dzelliklerinin karsilastirnlmasinda kullanim icin bir baska indeksin bir 6rmegi
olarak, antikarlarin kararhhd emsallendirilebilir. Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC)

proteinlerin bagdil konformasyonel kararliliginin bir avantajhi indeksi olarak kullanilacak
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olan bir termal denatlrasyon orta-nokta sicakligini (Tm) ¢abuk bir sekilde ve kesin bir
sekilde o6lcebilen bir cihazdir. DSC kullanarak Tm degerlerini dlcme ve degerleri
karsilagstirma ile, termal kararliliktaki bir farklihk karsilastirilabilir. Antikorlarin saklama
kararhhdinin antikorlarin termal kararlilidi ile biraz korelasyon gésterdidi bilinir (Lori
Burton et al., Pharmaceutical Development and Technology (2007) 12, pp. 265-273) ve
bir tercih edilen antikor bir indeks olarak termal kararlii§i kullanma ile segilebilir.
Antikorlari segmek igin baska indekslerin drnekleri asagidaki 6zellikleri igerir: bir uygun
konak hucredeki verim yliksektir ve bir sulu ¢dzelti igindeki ¢okebilidik dislktir.
Ornegin, en yiiksek verimi gosteren bir antikor her zaman en yiiksek termal kararlihgi
gbstermez ve bundan dolayr yukarida tarif edilen indeksleri temel alan kapsaml
degerlendirme yapma ile, insanlara uygulama icin en uygun olan bir antikoru segmek

gerekir.

Mevcut buluga, antikorun bir modifiye edilmis varyanti da dahil edilir. Modifive edilmis
varyant mevcut bulusun antikorunu kimyasal veya biyolojik modifikasyona tabi tutma ile
elde edilen bir varyanti ifade eder. Kimyasal olarak modifiye edilmis varyantin érnekleri,
bir kimyasal kismi bir amino asit iskeletine baglama ile kimyasal olarak modifiye edilmig
varyantlar, bir N-bagl veya O-badl karbonhidrat zinciri ile kimyasal olarak modifiye
edilmis varyantlarl vb. igerir. Biyolojik clarak modifiye edilmis varyantin érnekleri, post-
translasyonel medifikasyon (6redin, N-badh veya O-bagl glikosilasyon, N- veya C-ucu
isleme, deamidasyon, aspartik asidin izomerizasyonu veya metiyoninin oksidasyonu)
ile elde edilen varyantlari ve burada bir metiyonin rezidlstnin bir prokaryotik konak

hiicrede eksprese edilme ile N ucuna eklenmig oldugu varyantlari igerir.

llaveten, bulusun antikorunun veya bir antijeninin saptanmasina veya izolasyonuna
olanak saglamak amaciyla bu sekilde etiketlenmis olan bir antikor, érnegin, bir enzim
ile etiketlenmis antikor, bir flloresans ile etiketlenmis antikor ve bir afinite ile
etiketlenmis antikor da modifiye edilmis varyantin anlamina dahil edilir. Bulusun
antikorunun bu tarz bir modifiye edilmis varyant, antikorun kararhligini ve kanda
alikonulmasini iyilestirme, bunun antijenisitesini azaltma, bir antikoru veya bir antijeni

saptama veya izole etme ve benzerleri igin kullanishdir.

llaveten, bulusun antikoruna baglanmis (glikosilasyon, defukosilasyon, vb.) bir glikanin
modifikasyonunu regile etme ile, bir antikor-bagimh hicresel sitotoksik aktiviteyi

guclendirmek mdmkindur. Antikorlarin bir glikaninin modifikasyonunu regile etmek
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icin teknik olarak, WO 1999/54342, WO 2000/61739, WO 2002/31140 Numarali
Uluslararasi Yayinlar, vb. bilinir. Bununla birlikte, teknik bunlarla sinirlandirimaz.
Mevcut bulusun antikorunda, burada bir glikanin madifikasyonunun regule edildigi bir

antikor da dahil edilir.

Bir antikorun ilk olarak bir antikor genini izole etme ve akabinde geni bir uygun konak
icine uygulama ile dGretildigi durumda, bir uygun konagin ve bir uygun ekspresyon
vektorinin bir kombinasyonu kullanilabilir.  Antikor geninin spesifik 6rnekleri bu
spesifikasyonda tarif edilen bir antikorun bir agir zincir dizisini sifreleyen bir genin ve
bunun bir hafif zincir dizisini sifreleyen bir genin bir kombinasyonunu icerir. Bir konak
hucre transforme edildiginde, agir zincir dizisi genini ve hafif zincir dizisi genini ayn
ekspresyon vektdriine ve ayni zamanda ayn ayr farkh ekspresyon vektérlerine

yerlestirmek mumkanddr.

Okaryotik hiicrelerin konakgl olarak kullanidigi durumda, hayvan hicreleri, bitki
hiicreleri ve 6karyotik mikroorganizmalar kullanilabilir. Hayvan hiicreleri olarak, memeli
hicreleri drnegin maymun COS hicreleri (Gluzman, Y., Cell, (1981) 23, pp. 175-182,
ATCC CRL-1650), mirin fibroblastlari NIH3T3 (ATCC No. CRL-1658) ve Cin hamsteri
ovaryum hucrelerinin (CHO hucreleri; ATCC: CCL-61) dihidrofolat rediktaz-eksik
suglan (Urlaub, G. and Chasin, L. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, pp. 4126-

4220) 6rnek olarak verilebilir.

Prokaryotik hicrelerin kullanildidr durumda, 6megin, Escherichia coli ve Bacillus

subtilis emsallendirilebilir.

Bir arzu edilen antikor genini transformasyon yoluyla bu hiicrelere uygulama ve bu
sekilde transforme edilen hicreleri in vifro kultirleme ile, antikor elde edilebilir.
Yukanda tarif edilen kiltlir yénteminde, verim bazen antikorun dizisine bagh olarak
cesitlilik gosterebilir ve bundan dolayi, bir es-deder baglama akfivitesine sahip olan
antikorlar arasinda bir indeks olarak verimi kullanarak bir farmasoétik olarak kolaylikla
uretilen bir antikoru segmek mumkindir. Bundan dolayi, mevcut bulusun antikoruna,
bir antikoru Gretmenin, transforme edilmis kanak hicreyi kiltirlemenin bir adimini ve
bir arzu edilen antikoru kiltirleme adiminda elde edilen bir kultdrlenmis Granden
toplamanin bir adimini icerme ile karakterize edilen, bir yontem ile elde edilen bir

antikor da dahil edilir.
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Bir kulturlenmis memeli hicresinde uretilen bir antikorun agir zincirinin  karboksil
ucundaki bir lizin rezidusinin silindigi bilinir (Journal of Chromatography A, 705: 129-
134 (1995)) ve ayni zamanda bir kdltlirlenmis memeli hiicresinde Uretilen bir antikorun
agir zincirinin karboksil ucundaki iki amino asit rezidusindn (glisinin ve lizinin) silindigi
ve karboksil ucunda yeni konumlandiriimis olan bir prolin rezidiisiiniin amidatlandid: da
bilinir (Analytical Biochemistry, 360: 75-83 (2007)). Bununla birlikte, adir zincir dizisinin
bu tarz silinmesi ve modifikasyonu antikorun antijen-badlama afinitesini ve efektor
fonksiyonunu (bir komplemanin aktivasyonunu, antikor-bagimli hiicresel toksisiteyi, vb.)
etkilemez. Bundan dolayl, mevcut bulusa gére antikora, ayrica bu tarz modifikasyona
tabi tutulmus bir antikor ve antikorun bir fonksiyonel fragmani da dahil edilir ve burada
agir zincirin karboksil ucunda bir veya iki amino asidin silinmis oldugu bir silinme
varyantl, silinme varyantinin amidasyonu ile elde edilen bir varyant (6rnegin, burada
karboksil ucu prolin rezidisiiniin amidatlanmis oldugu bir adir zincir) ve benzerleri de
kapsanir. Bulusa gére antikorun agir zincirinin karboksil ucunda bir silinmeye sahip
olan silinme varyanti tipi, antijen-baglama afinitesi ve efektdr fonksiyon korundugu
surece, yukaridaki varyantlar ile sinirlandiriimaz. Bulusa gdre antikoru olusturan iki agir
zincir, bir tam-boy agir zincirden ve yukarida tarif edilen silinme varyantindan olusan
gruptan segcilen bir tipte olabilir veya bunlardan segilen kombinasyon halindeki iki tipten
olabilir. Her bir silinme varyantinin miktarinin orani bulusa goére antikoru (reten
klltirdenmis memeli hicrelerinin tipinden ve kiltlr kosullarindan etkilenebilir, bununla
birlikte, karboksil ucunda bir aming asit rezidisinin bulusa gdre antikora ana
bilesenler olarak dahil edilen iki adir zincirin her ikisinin de silinmig oldugu bir durum

emsallendirilebilir.

Bulusun antikorunun izotipi olarak, &megin, I1gG (IgG1, I1gG2, I1gG3, IgG4)

emsallendirilebilir ve tercihen IgG1 veya IgG2 emsallendirilebilir.

Antikorun biyolojik aktivitesi olarak, genel olarak bir antijen-badlama aktivitesi, bir
antijeni eksprese eden hicrelerde antijeni baglama ile igsellestirmenin bir aktivitesi, bir
antijenin  aktivitesini ndtralize etmenin bir aktivitesi, bir antijenin aktivitesini
guclendirmenin bir aktivitesi, bir antikor-bagiml hicresel sitotoksisite (ADCC) aktivitesi,
bir kompleman-bagiml sitotoksisite (CDC) aktivitesi ve bir antikor-bagimh hdcre-aracih
fagositoz (ADCP) aktivitesi emsallendirilebilir. Mevcut bulugun antikarunun fonksiyonu

TROPZ2yi bir baglama aktivitesidir, tercihen TROPZ2-gksprese eden hicrelerde
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TROP2'i baglama ile igsellestimenin bir aktivitesidir. illaveten, mevcut bulusun
antikoru bir hucre icsellestirme aktivitesine ek olarak bir ADCC aktivitesine, bir CDC

aktivitesine ve/veya bir ADCP aktivitesine sahip olabilir.

Elde edilen antikor homojenlide kadar saflastinlabilir. Antikorun ayrimasi ve
saflagtinimasi bhir geleneksel protein ayirma ve saflagtirma ydntemi kullanilarak
gerceklestirilebilir.  Ornegdin, antikor kolon kromatografisini, filtre filtrasyonunu,
ultrafiltrasyonu, tuz ile ¢okeltmeyi, diyalizi, preparatif poliakrilamid jel elektroforezini,
izoelektrik odaklanma elektroforezini ve benzerlerini uygun bir sekilde seg¢me ve
birlestirme ile ayrilabilir ve saflastirilabilir (Strategies for Protein Purification and
Characterization: A Laboratory Course Manual, Daniel R. Marshak et al., eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press (1996); Antibodies: A Laboratory Manual. Ed Harlow
ve David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988)) ancak yontem bunlarla

sinirlandinimaz.

Bu tarz kromatografinin  &rnekleri, afinite  kromatografisini, iyon dedisim
kromatografisini, hidrofobik kromatografiyi, jel filtrasyon kromatografisini, ters faz

kromatografiyi ve adsorpsiyon kromatografisini icerir.

Bu tarz kromatografi sivi kromatografiyi, drmedin, HPLC'yi veya FPLC'vi, kullanarak

gerceklestirilebilir.

Afinite kromatografisinde kullanilacak olan bir kolon olarak, bir Protein A kolonu ve bir
Protein G kolonu emsallendirilebilir. C")rnegin, bir Protein A kolonu kullanilan bir kolon

olarak, Hyper D, POROS, Sepharose FF (Pharmacia) ve benzerleri emsallendirilebilir.

laveten, Uzerine immobilize edilmis bir antijene sahip olan bir tasiyici kullanilarak,

antikor ayrica antikorun antijeni baglama 6zellijinden yararlanilarak da saflastinlabilir.

[Anti-tumor bilesigi]

Mevcut bulusun anti-TROPZ2 antikoru-ilag konjugatina konjuge edilecek olan anti-timér
bilesigi aciklanir. Mevcut bulugta kullanilan anti-tumor bilesigi, bu bir anti-timor etkiye
ve bir baglayic yapiya baglamaya olanak saglayan bir substutent grubuna veya bir

parsiyel yapiya sahip olan bir bilesik oldugunda, dzel olarak sinirlandiriimaz. Bir kisim
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veya tim badlayici timdr hicrelerinde yarildiginda, anti-timér bilesik kismi anti-timér
bilegigin anti-timdr etkisini gostermek i¢in  salimir. Baglayici ilaci bir baglama
pozisyonundan vanldigindan, anti-tumér bilesik bunun i¢csel anti-timdr etkisini

go6stermesi icin bunun modifiye edilmemis yapisi halinde salinir,

Mevcut bulusta kullanilan anti-tiimor bilesigi olarak, ekzatekan (({1S,95)-1-amino-9-etil-
5-floro-2,3-dihidro-9-hidroksi-4-metil-1H,12H-benzo[de]pirano[3’,4":6, 7]indolizino[1,2-
blkuinolin-10,13(9H,15H)-dion; asagidaki formiilde gdsterilir), kamptotesin tiirevlerinin

biri tercihen kullanilabilir.

[Formii 14]

Bir mukemmel anti-tumér etkiye sahip olmasina ragmen, ekzatekan bir anti-timor ilag
olarak ticarilestiriimemistir. Bilesik bir bilinen ydntem ile kolaylikla elde edilebilir ve
pozisyon 1'deki aminc grubu tercihen bagdlayici yapiyi bir badlama pozisyonu olarak
kullanilabilir. llaveten, ekzatekanin ayrica baglayicinin pargasi hala ona tutturulmus
iken tumor hiicrelerinde salinabilmesine ragmen; bu, bu tarz yapi iginde hile bir

milkemmel anti-timor etki gosteren bir mikemmel bilesiktir.

Ekzatekan bir kamptotesin yapisina sahip oldudundan, dengenin bir sulu asidik
ortamda (6megin, pH 3 veya civarinda) bir kapali lakton halkas) (kapal halka) tasiyan
bir yapiya dogdru kaydidi ancak bunun bir sulu bazik ortamda (6rnegin, pH 10 ve
civarinda) bir acgik lakton halkasi (agik halka) tasiyan bir yapiya dogru kaydidi bilinir.
Kapali halka yapisina ve agik halka yapisina karsilik gelen bir ekzatekan rezidiisi ile
uygulanmis olan bir ila¢ konjugatinin ayrica ayni anti-tumér etkiye sahip olmasi da
beklenir ve bu hallerin herhangi birinin mevcut bulusun kapsami icinde oldugunu

soylemeye gerek yoktur.

Anti-timor  bilesidinin diger 6rnekleri doksorubisini, daunorubisini, mitomisin C'yi,
bleomisini, siklositidini, vinkristini, vinblastini, metotreksat), platinyum-temelli anti-timér

ajan (sisplatini veya bunun tiirevlerini), taksoll veya bunun tiirevlerini ve kamptotesini



10

15

20

25

30

35

51

veya bunun tirevlerini (6-87746 Numarall Yayinlanmig Japon Patentinde tarif edilen

anti-timor ajanini) icerebilir.

Antikor-ilag konjugatina iligskin, her bir antikor molekill igin konjuge edilmis ilag
moleklllerinin sayisi etkinlik ve guvenlik Gzerinde bir etkiye sahip olan bir Kilit faktordur.
Antikor-ila¢ konjugatinin tretilmesi, konjuge edilmis ilag molekdllerinin bir sabit sayisina
sahip olmak amaciyla reaksiyon igcin ham materyallerin ve reaktiflerin kullanim
miktarlarini igeren reaksiyon kosulunu tanimlama ile gergeklestirilir ve antikor-ilag
konjugati genel olarak, bir dustik-molekuler-agirlikli bilegigin kimyasal reaksiyonundan
farkh olarak, konjuge edilmis ila¢ molekdllerinin farkh sayilarini iceren bir karisim olarak
elde edilir. Bir antikor molekulinde konjuge edilmis ilaclann sayisi ortalama deger,
yani, konjuge edilmig ilag molekillerinin ortalama sayisl, ile ifade edilir veya helirtilir. Bir
prensip olarak spesifik olarak aksi ifade edilmedik¢e, konjuge edilmis ilag molekdllerinin
saylsi, burada bunun konjuge edilmis ilag molekillerinin farkll sayisina sahip clan bir
antikor-ilag konjugati karisima dahil edilen konjuge edilmis ilag molekillerinin bir
spesifik sayisina sahip olan bir antikor-ilag konjugatini temsil ettigi bir durum disinda bir
ortalama deger anlamina gelir. Bir antikor moleklline konjuge edilmis ekzatekan
molekillerinin sayisi kontrol edilebilir ve her bir antikor i¢in konjuge edilmis ilag
molekilllerinin bir ortalama sayisi olarak, yaklasik 1 ila 10 ekzatekan baglanabilir.
Tercihen bu 2 ila 8 arahgindadir ve daha tercihen 3 ila 8 aralidindadir. Ayni zamanda,
teknikte uzmanligi olan bir kisi mevcut bagvurunun Ornekleri'nin agiklamasina gére ilag
molekllerinin bir gerekli sayisini bir antikor molekiliine konjuge etmek igin bir
reaksiyon tasarlayabilir ve bir kontrol edilmis sayida ekzatekan molekuliine sahip olan

bir antikor-ila¢ konjugati elde edebilir.

[Baglayici yapi]
Mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag konjugatina iliskin, bir anti-timér bilesigini

anti-TROP2'ye konjuge etmek igin badlayici yapi agiklanir. Baglayici asagidaki

formulin bir yapisina sahiptir:

L1-L2-LP-NH-(CHz)n'-L?-(CH,)n?-C(O)-

Antikor L"in ucuna {L?ye baglantinin kargi ucuna) baglanir ve anti-timér bilesigi

kisminin karbonil grubuna baglanir.
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n', 0 ila 6 aralhidindaki bir tam sayiy! temsil eder ve tercihen 1 ila 5 aralijindaki ve daha

tercihen 1 ila 3 aralidindaki bir tam sayidir.
1. L
L', -(Siksinimid-3-il-N}-(CHz)n>-C(0)- yapisi ile temsil edilir.

Yukarida, n®, 2 ila 8 araliindaki bir tam sayidir ve "-(Silksinimid-3-il-N)-" asagidaki
formul ile temsil edilen bir yapiya sahiptir:

Yukandaki parsiyel yapinin pozisyon 3'U, anti-TROPZ2 antikorunu bir baglama
pozisyonudur., Pozisyon 3'te anti-TROP2 antikoruna bag tiyoeter olusumu ile badlama
ile karakterize edilir. Yapi kisminin pozisyon 1'indeki nitrojen atomu, yapiy! igceren
badlayici iginde bulunan metilenin karbon atomuna baglanir. Spesifik olarak, -
(Suksinimid-3-il-N)-(CH2)n-C(=0)-L?- asadidaki formil ile temsil edilen bir yapidir
(burada, "antikor-3" bir antikordan kéken alir).

[Formiil 16]

/

Antikor = 5 ,4\
T\{N— (CH,Jn*-C(=0)-L2-

0

0
/

Formllde, n®, 2 ila 8 araliginda ve tercihen 2 ila 5 araliinda olan bir tam sayidir.

L1'in spesifik drnekleri asagidakileri icerebilir:

e (Suksinimid-3-il-N)-CHzCH.-C(=0)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH.CH»CH»-C(O)-,
(Sdksinimid-3-il-N)-CH>CH2CH>CH»>-C(=0)-,

¢ (Suksinimid-3-il-N)-CH2CH.CH.CH2CH:-C(=0)-.
2.2
L?, asadidaki yapi ile temsil edilen bir baglayicidir:
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-“NH-(CH2CHz-0)n*-CH2CH,-C(=0)-,

L?, bulunmayabilir ve bu tarz bir durumda, L?, bir tekli bagdir. Yukanda, n*, 1 ila 6
araliginda ve tercihen 2 ila 4 araliinda olan bir tam sayidir. L%, bunun ug amino

grubunda L"e baglanir ve diger ugta bunun karbonil grubunda LP'ye baglanir.

L?nin spesifik 6rnekleri asagidakileri igerebilir:

-NH-CH:CH2-O-CH2CH»>-C(=0)-,
-NH-CH;CH»-0O-CH>CH-O-CH.CH,-C(=0)-,
-NH-CH:CHz-0O-CH,CH,-O-CHCH,-O-CH,CH3-C(=0)-,
-NH-CH;CH2-0-CH,CH;-O-CH,CH;-0-CH,CH,-0-CH,CH,-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-0O-CH2CH»-O-CH2CH2-O-CH>CH2-O-CH2CH2-O-CH.CH2-C(=0)-,
-NH-CH2CH2-0-CH2CH2-O-CH2CH2-0O-CH2CH>-0O-CH2CH2-O-CHCH-0-
CHzCH2-C(=0)-.

3.L°

L", -GGFG-'nin bir tetrapeptit reziduistdir (burada G = glisindir (Gly); F = fenilalanindir

(Phe)).

4. L*-(CHz)n-C(=0)-

L? in L?-(CH2)n%-C(=0)- igindeki L', bir -O- yapisidir veya bir tekli bagdir. n? 0 ila 5

araliinda, daha tercihen 0 ila 3 araliinda, daha tercihen 0 veya 1 olan bir tam sayidir.

L3-(CH2)n?-C(=0)- 6rnekleri, asadidaki yapilara sahip olanlari icerebilir:

-0O-CH,-C(=0)-,
-O-CH,CH,-C(=0)-,
-O-CH>CH2CH,-C(=0)-,
-0O-CH2CH2CH2CH2-C(=0)-,
-0O-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-,
-CHz-C(=0}-,

-CH>CH2>-C(=0)-,
-CH>CH>CH»-C(=0O)-,
-CH>CH>CH>CH,-C(=0)-,
-CH2CH,CH,CH>CH,-C(=0)-.
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Bunlardan
-0-CH>-C(=0)-,
-O-CH.CH,-C(=0)-, veya

L*nin tek bir bag oldugu ve n”nin 0 oldudu durumlarda tercih edilir.

Baglayici iginde -NH-(CH2)n'-L3-(CH2)n%-C(=Q)- ile temsil edilen yapinin spesifik

omekleri asadidakileri icerebilir:

-NH-CH2-C(=0)-,
-NH-CH;CH»-C(=0}-,
-NH-CH3-0-CH2-C(=0)-,
-NH-CH:CH»-0-C(=0)-,
-NH-CH>CH>-O-CH,-C(=0)-,
-NH-CH2CH2CH>-C(=0)-,
-NH-CH>CH2CH2CH>-C{=0)-,
-NH-CHzCH2CH>CH2CH;-C{=0)-.

-NH-CH2CH2CH2:-C(=0)-,
-NH-CH>-0-CH2-C(=0)-, veya
-NH-CH2CH2-O-C{=0)-

daha cok tercih edilir.

Baglayicida, -NH-(CHz)n'-L2-(CH2)n?-C(=0)- zincir uzunludu tercihen, 4 ila 7 atomluk

bir zincir uzunlugudur ve daha tercihen 5 veya 6 atomluk bir zincir uzunlugudur.

Mevcut bulusun anti-TRCP2 antikoru-ila¢ konjugatina iligkin, anti-TROP2 antikoru-ilag
konjugati tumor hicrelerinin igine transfer edildiginde, baglama kisminin yarildigi ve
NH>-(CHz)n'-L*~{CH:2)n?-C(=0)-(NH-DX) ile temsil edilen bir yapiya sahip olan ilag
tirevinin bir anti-timor etki eksprese etmek igin salindigr disundlir. Mevcut bulusun
antikor-ilag konjugatindan salma ile bir anti-timér etki gdsteren anti-timor tlrevinin
drnekleri, burada baglayicinin  -NH-(CHz)n'-L2-(CH2)n?-C(=0)- ile temsil edilen
yapisinin bir ug amino grubuna sahip oldudu bir yapi kismina sahip olan bir anti-timér

tarevi icerir ve 6zel olarak tercih edilenler agagidakileri icerir:

NHz-CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
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NHz-CH2CHzCH,-C(=0)-(NH-DX),
NHz-CH-O-CH.-C(=0)-(NH-DX),
NHz-CHCH2-0-CH,-C(=0)-(NH-DX).

Ayni zamanda, NH»-CHz-O-CH»-C(=0)-(NH-DX} durumunda, molekul icindeki aminal
yap! kararsiz oldugundan, bunun yine asagidaki HO-CH»-C(=0)-(NH-DX)'i salmak igin
bir kendi kendine pargalanma gegirdigi konfirme edilmistir. Bu bilesikler ayrica tercihen,

mevcut bulusun anti-ilag konjugatinin bir Gretim ara-irin( olarak da kullanilabilir.

Burada ekzatekanin bir ila¢ olarak kullanildid mevcut bulusun anti-ilag konjugati igin,
asagidaki yapiya sahip olan [-L'-L?LP-NH-{CH;)n’-L?-(CH)n?-C(=0)-(NH-DX)] ilag-
badlayici yapi kisminin bir antikara baglanmasi tercih edilebilir. Her bir antikor i¢in s6z
konusu ilag-bagdlayict yap! kisminin ortalama konjuge edilmis sayist 1 ila 10 araliinda
olabilir. Tercihen, bu 2 ila 8 araliyindadir ve daha tercihen 3 ila 8 araligindadir.
e (Suksinimid-3-il-N}-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
e (Suksinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
¢ (SUksinimid-3-il-N)-CH>CH2CH2CH:CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>-C(=0)-(NH-
DX),
e (Suksinimid-3-il-N)-CH»CH>CH»CH>CH-C(=0)-GGF G-NH-CH»CH.CH,-C(=0)-
(NH-DX),
e  (Suksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C{(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2CHCH»-
C(=0)-(NH-DX),
¢ (Suksinimid-3-il-N}-CHCH>CH2CH2CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH2-0O-CH:-C(=0)-
(NH-DX),
e (Sdksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH>CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH3-O-CHz-
C(=0)-(NH-DX),
e (Suksinimid-3-il-N)-CH2CH,-C(=0)-NH-CHCH,-O-CH,CH_-O-CH;CH»-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH>-C(=0)-(NH-DX),
e (SuUksinimid-3-il-N)-CH2CH:-C(=0)-NH-CH2CH2-0O-CH2CH2-O-CH,CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
¢ (Suksinimid-3-il-N)-CH>CH:-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH>CH>-O-CH;CH;-O-
CH>CH32-O-CH>CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH2-C(=0)-(NH-DX),
e (Suksinimid-3-il-N}-CH.CH2-C(=0)-NH-CH>CH>-O-CH,CH,-O-CH>CH»-0-
CH,CH>-O-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH.CH>CH,-C(=0)-(NH-DX).
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Bunlar arasinda, daha c¢ok tercih edilenler asagidakilerdir:

(Stiksinimid-3-il-N)}-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH2CHo-C(=0)-(NH-DX),
(Stiksinimid-3-il-N)}-CH,CH;CH2CHsCH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH;CHa-C(=0)-
(NH-DX),

(Stiksinimid-3-il-N)-CH>CH;CH2CHoCH3-C(=0)-GGF G-NH-CH;-0-CH,-C(=O)-
(NH-DX),

(Stiksinimid-3-il-N)}-CHzCH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHzCH2-O-CH;-
C(=0)-(NH-DX),
(Stiksinimid-3-il-N)}-CH>CH,-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CH2CH2-0-CH2CHa-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH,-C(O)-(NH-DX),
(Stiksinimid-3-il-N)-CH,CHa-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CH;CH,-0-CH2CH,-O-
CHzCHy-O-CH,CH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH;CH,-C(=0)-(NH-DX).

Ozel olarak tercih edilenler asagidakilerdir:

(Stiksinimid-3-il-N)-CHoCH2CH2CH2CH;-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-
(NH-DX),

(Stiksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CHa-
C(=0)-(NH-DX),
(Stiksinimid-3-il-N)-CH2CHz-C(=0)-NH-CHzCH-0-CH;CHz-0-CHzCH2-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH2CH2-C(O)-(NH-DX).

Mevcut bulusun antikor-ilag konjugatinda anti-TROP2 antikorunu ve bir ilaci konjuge

etmek icin badlayici yapiya istinaden, tercih edilen baglayici yukarnida agiklanan

baglayicinin her bir pargasi igin gosterilen tercih edilen yapilari baglama ile yapilabilir.

Baglayici yapi icin oldugu gibi, asagidaki yapiya sahip olanlar tercihen kullanilabilir.

Ayni zamanda, yapinin sol ucu antikor ile bir baglama pozisyonudur ve sag ucu ilag ile

bir baglama pozisyonudur.

(Stiksinimid-3-il-N)-CHsCHo-C (=0 )-GGF G-NH-CH:CH2-C(=0)-,
(Stiksinimid-3-il-N)-CH,CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH.CH.CHo-C(=0)-,
(Siksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH-C(=0)-,
(Siiksinimid-3-il-N)-CHoCH2CH2CH2CHa-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH,CHo-C(=0)-,
(Stiksinimid-3-il-N)-CH,CH,CH,CH;CH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH;CH,CH2CH:-
C(=0)-,

(Siiksinimid-3-il-N)-CHoCH2CH2CH2CH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,-0-CH,-C(=0)-,
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(Sksinimid-3-il-N)-CH2CH>CH>CH:CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2>-O-CH2-
C(=0)-,
(Slksinimid-3-il-N)-CH.CH,-C(=0)-NH-CH,CH>-O-CH,CH,-O-CH,CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH,CH>-C(=0)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH>CH.-C(=0)-NH-CH>CH>-O-CH>CH-O-CH>CH»-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(O)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH2CH:-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CH2-O-CH2CH2-O-
CH2CH3-O-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH2-C(=0)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH2CH-C(=0)-NH-CH>CH2-O-CH:CHz-O-CH:CH:-O-
CH:2CH3-O-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH,-C(=0)-.

Bunlar arasinda, daha ¢ok tercih edilenler asagidakilerdir:

e (Sdksinimid-3-il-N)-CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH2-C(=0)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH2CH2CH2CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CHz-O-CH2-C(=0)-,
(Suksinimid-3-il-N}-CH,CH2CH>CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH»2-O-CH2-
C(=0),
(Siksinimid-3-il-N)-CH2CHj-C(=0)-NH-CH>CH>-O-CH>CH2-O-CH:CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(0O)-,
(Suksinimid-3-il-N)-CH.CH2-C(=0)-NH-CH2CH,-O-CH>CH,-O-CH>CH»-0-
CH;CH2-O-CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH»-C(=0)-.

Ozel olarak tercih edilenler agagidakileri igerir:
e (SuUksinimid-3-il-N}-CH>CH>CH>CH:CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>-O-CH»-C(=0)-,
e (Suksinimid-3-il-N)-CH2CH>CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-0O-CH>-
C(=0)-,
e (Sdksinimid-3-il-N)-CH2CH3-C(=0)-NH-CH2CH,0O-CH>CH.0-CH,CH,-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(O)-.

[Uretim Yontemi]

Sonra, mevcut bulusun antikor-ila¢g konjugatini veya bunun bir Gretim ara Grininad
tretmek icin temsil yontem icin agiklamalar verilir. Ayni zamanda, bilesik burada
asagida, her bir reaksiyon formulunde gdsterilen bilesik numarasi ile tanf edilir. Spesifik

olarak, bunlar "formil (1)'in bilesigi" bir "bilegik {1}" veya benzerleri olarak ifade edilir.

Bunlar disinda numaralar tastyan bilesikler de benzer sekilde tarif edilir.
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1. Uretim yontemi 1

Formal (1) ile temsil edilen, tiyoeter vasitasiyla ilag-hadlayici yapiya baglanan antikor-

ila¢ konjugati, drnegdin, asagidaki yontem ile Oretilebilir.

S
Foen gl 17
~F
. . a i - - -
(I U/ L O S M R ST ITEL N B P L A L A T IR LN LN LV 3
2 1
[Formillde, AB, bir silfidril grubuna sahip olan bir antikoru temsil eder ve L", burada
baglayici ucun bir maleimidil grubu oldugu L' baglayici yapisini temsil eder {formuli
asagida gosterilir)
10
[Formul 18]
O
—N |
O

(formllde, nitrojen atomu baglama pozisyonudur)
ve spesifik olarak burada L"in -(Slksinimid-3-il-N)-{(CH2)n3-C(=0)-'su igindeki -

(SUksinimid-3-il-N)- kisminin bir maleimidil grubu oldugu bir grubu temsil eder. ilaveten,

15 -(NH-DX), agagidaki formul ile temsil edilen bir yapiy! temsil eder:

[Formdil 19]
H
.~‘N
Me. s ~ 0
J
-
Frome Sy <\ p
" Q
HOH
;s O

Me

ve bu ekzatekanin pozisyon T'indeki amino grubunun bir hidrojen atomunu

20 uzaklastirma ile tlretilen bir grubu temsil eder.]
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llaveten, yukaridaki reaksiyon formiliinde formil (1)'in bilesigi, burada ilactan baglayic
uca karsilik gelen bir yapi kisminin bir antikoru bagladig bir yapi olarak yorumlanir.
Bununla birlikte, bu uygunluk icin verilen tek aciklamadir ve gercekte burada birden
fazla yapi kisminin bir antikor molekiline badlandig ¢ok sayida durum vardir. Bu

asagida tarif edilen Uretim yonteminin agiklamasi i¢in de gecerlidir.

Antikor-ila¢ konjugati (1), asadida tarif edilen yontem ile elde edilebilen bilesigi (2) bir

silfidril grubuna sahip olan antikor (3a) ile reaksiyona sokma ile Gretilebilir.

Bir silfidril grubuna sahip olan antikor (3a) teknikte iyi bilinen bir yéntem ile elde
edilebilir (Hermanson, G.T, Bioconjugate Techniques, pp. 56-136, pp. 456-493,
Academic Press (1996)). Ornekler asagidakileri icerir: Traut reaktifi antikorun amino
grubu ile reaksiyona sokulur; N-stksinimidil S-asetiltiyoalkanoatlar antikorun amino
grubu ile reaksiyona sokulur bunu hidroksilamin ile reaksiyon izler; N-siksinimidil 3-
(piridilditiyo)propiyonat ile reaksiyona sokulduktan sonra, antikor bir indirgema ajani ile
reaksiyona sokulur; antikor bir silfidril grubu olugturmak amaciyla antikor igindeki bir
mentese pargasindaki disulfit bagini indirgemek icin bir indirgeme ajani, &rnegin,
ditiyotreitol, 2-merkaptoetanol ve tris(2-karboksietil)fosfin hidroklorir (TCEP), ile

reaksiyona sokulur ancak bu bunlarla sinirlandinimaz.

Spesifik olarak, antikor igindeki bir mentese pargasindaki her bir disilfit igin bir
indirgeme ajani olarak TCEP'in 0,3 ila 3 molar es-dederini kullanarak ve bir selatlama
ajani igceren bir tampon ¢ozeltisi iginde antikor ile reaksiyona sokarak, antikor igindeki
mentese parcasinda kismen veya tamamen indirgenmis disiilfide sahip olan antikor
elde edilebilir. Selatlama ajanlarinin drnekleri, etilendiamin tetraasetik asidi (EDTA) ve
dietilentriamin pentaasetik asidi (DTPA), igerir. Bu 1 mM ila 20 mM araliindaki
konsantrasyonda kullanilabilir. Kullanilabilen tampon ¢ézeltisinin érmekleri, bir sodyum
fosfat, sodyum borat veya sodyum asetat ¢tzeltisini igerir. Spesifik olarak, antikoru 4°C
ila 37°C'de 1 ila 4 saat boyunca TCEP ile reaksiyona sokma ile, kismen veya tamamen

indirgenmis silfidril grubuna sahip olan antikor {3a) elde edilebilir.

Ayni zamanda, bir ilag-badlayici kisma bir silfidril grubu eklemek icin reaksiyon

gerceklestirme ile, ilac-baglayici kismi bir tiyoeter bagi ile konjuge edilebilir.
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Bir sulfidril grubuna sahip olan her bir antikor (3a) i¢in bilesidin (2) 2 ila 20 molar es-
degeri kullanilarak, burada her bir antikor i¢in 2 ila 8 ila¢g molekilinin konjuge edildigi
antikor-ilag konjugati (1) udretilebilir. Spesifik olarak, bunun iginde ¢ézundurdlmug
bilesigi (2) iceren ¢ozeltinin bir sdlfidril grubuna sahip olan antikoru (3a) iceren bir
tampon ¢ozeltisine eklenmesi reaksiyon icin yeterlidir. Burada, kullanilabilen tampon
gozeltisinin drnekleri, sodyum asetat ¢ozeltisini, sodyum fosfati ve sodyum borati igerir.
Reaksiyon igin pH, 5 ila 9 aralifindadir ve daha tercihen reaksiyon pH 7'ye yakin pH'ta
gerceklestirilir. Bilesigi (2) ¢oziindiirmek igin ¢dzicinin onekleri, bir organik ¢dziiciyi,
drnedin, dimetil sllfoksidi (DMSQ), dimetilformamidi (DMF), dimetil asetamidi (DMA) ve
N-metil-2-piridonu (NMPY), icerir.

Bunun iginde ¢dziinddrilmis bilesidi (2) iceren organik ¢ézich ¢bzeltisinin bir sulfidril
grubuna sahip olan antikoru (3a) iceren bir tampon ¢ozeltisine hacim/hacim %1 ila
20'de eklenmesi reaksiyon icin yeterlidir. Reaksiyon sicakhidi 0 ila 37°C araligindadir,
aha tercihen 10 ila 25°C aralijindadir ve reaksiyon siiresi 0,5 ila 2 saat araliindadir.
Reaksiyon reaksiyona sokulmamis bilesidin {2) reaktivitesini bir tiyol-igeren reaktif ile
deaktive etme ile sonlandirilabilir. Tiyol-igeren reaktifin drnekleri, sisteini ve N-asetil-L-
sisteini (NAC) icerir. Daha spesifik olarak, NAC''n 1 ila 2 molar eg-dederi kullanilan
bilesige (2) eklenir ve oda sicakhginda 1C ila 30 dakika boyunca inkibe etme ile,

reaksiyon sonlandirilabilir,

Uretilen antikor-ila¢g konjugati (1), konsantrasyondan sonra, tampon degisimine,
saflagtirmaya ve asadida tarif edilen ortak prosedirere gdre antikorun
konsantrasyonunun ve her bir antikar molekild icin konjuge edilmis ilag molekillerinin
ortalama sayisinin  dlgumune, antikor-ila¢ konjugatinin (1) tamimlanmasina tabi

tutulabilir.

Ortak prosediir A: Antikorun veya antikor-ila¢ konjugatinin sulu g¢oézeltisinin

konsantrasyonu

Bir Amicon Ultra (50,000 MWCO, Millipore Corporation) kaba, antikorun veya antikor-
ila¢g konjugatinin bir ¢dzeltisi eklenmistir ve antikorun veya antikor-ilag konjugatinin
¢ozeltisi bir sentrifij (Allegra X-15R, Beckman Coulter, Inc.) kullanilarak sentrifigasyon
(2000 G ila 3800 G'de 5 ila 20 dakika boyunca sentrifij) ile konsantre edilmigtir.
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Ortak prosediir B: Antikor konsantrasyonunun dlgiimii

Bir UV dedektdr (Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc.) kullanlarak, antikor
konsantrasyonunun  dlgimi  dretici  tarafindan  tanimlanan  ydnteme  gore
gerceklestiriimistir. Bu sirada, her bir antikor icin farkl olan 280 nm absorpsiyon kat

sayisi kullanilmistir (1,3 mLmg'em™ ila 1,8 mLmg'em™).

Ortak prosediir C-1: Antikor i¢in Tampon Degisimi

Sephadex G-25 tasiyici kullanmlan NAP-25 kolonu (Kat. No. 17-0852-02, GE
Healthcare Japan Corporation) dretici tarafindan tamimlanan yonteme gore sodyum
klorlir (137 mM) ve etilen diamin tetraasetik asit (EDTA, 5 mM) iceren fosfat tamponu
(10 mM, pH 6,0; bu, spesifikasyonda PBS6,0/EDTA olarak ifade edilir) ile
dengelenmistir. Antikorun sulu ¢dzeltisi tek NAP-25 kolonu 2,5 mL olan bir miktarda
uygulanmistir ve akabinde 3,5 mL PBS6,0/EDTA ile aynstinlan fraksiyon (3,5 mL)
toplanmistir. Elde edilen fraksiyon Ortak prosediir A ile konsantre edilmistir. Ortak
prosedidr B'yi kullanarak antikorun konsantrasyonu dlglldikten sonra, antikor

konsantrasyonu PBSG6,0/EDTA kullanilarak 10 mg/mL'ye ayarlanmistir.

Ortak prosediir C-2: Antikor i¢in Tampon Degisimi

Sephadex G-25 tasiyici kullanilan NAP-25 kolonu (Kat. No. 17-0852-02, GE
Healthcare Japan Corporation) Uretici tarafindan tanimlanan ydnteme gére sodyum
klorir (50 mM) ve EDTA (2 mM) iceren fosfat tamponu (50 mM, pH 8,5; bu,
spesifikasyonda PBS6,5/EDTA olarak ifade edilir) ile dengelenmigtir. Antikorun sulu
¢ozeltisi tek NAP-25 kolonu 2,5 mL olan bir miktarda uygulanmigtir ve akabinde 3,5 mL
PBS6,5/EDTA ile aynstinlan fraksiyon (3,5 mL) toplanmistir. Elde edilen fraksiyon
Ortak prosedir A ile konsantre edilmistir. Ortak prosedir B'vi kullanarak antikorun
konsantrasyonu dlglldikten sonra, antikor konsantrasyonu PBS6,5/EDTA kullanilarak

20 mg/mL'ye ayarlanmistir.

Ortak prosediir D: Antikor-ilag konjugatinin saflagtinimasi

NAP-25 kolonu piyasada satilan fosfat tamponu (PBS7.4, Kat. No. 10010-023,

Invitragen), sodyum Klortr (137 mM) iceren sodyum fosfat tamponu (10 mM, pH 6,0;
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PBS6,0 olarak ifade edilir) ve sorbitol (%5) iceren asetat tamponu{10 mM, pH 5,5; bu,
spesifikasyonda ABS olarak ifade edilir) arasindan secilen herhangi bir tampon ile
dengelenmigtir. Antikor-ila¢ konjugati reaksiyonunun sulu g¢dzeltisi NAP-25 kolonu
yaklasik 1,5 mL olan bir miktarda uygulanmigtir ve akabinde antikor fraksiyonunu
toplamak igin dretici tarafindan tanimlanan bir miktarda tampon ile aynstinlmistir,
Toplanan fraksiyon yeniden NAP-25 kolonuna uygulanmistir ve tampon ile ayristirmak
igin jel filtrasyon saflastirma prosesini toplamda 2 ila 3 kere tekrar etme ile, konjuge
edilmemis ilag baglayiciyr ve bir distk-molekiler-agirhkli  bilesigi  (tris(2-
karboksietil)fosfin kloriir (TCEP), N-asetil-L-sistein (NAC) ve dimetil sUlfoksit)

icermeyen antikor-ilag konjugati elde edilmigtir.

Ortak prosediir E: Antikor-ilag konjugatinda antikor konsantrasyonunun ve her
bir antikor molekiili (1) i¢in konjuge edilmis ilag¢ molekillerinin ortalama

sayisinin dl¢iimii

Antikor-ilag konjugatinda konjuge edilmis ilag konsantrasyonu antikor-ilag konjugatinin
bir sulu ¢dzeltisinin 280 nm ve 370 nm olan iki dalga boyunda UV absorbansini dlgme,

akabinde asagida gdsterilen hesaplamayi gerceklestirme ile hesaplanabilir.

Herhangi bir dalga boyundaki toplam absorbans hir sistemde bulunan her bir 151k-
absorbe eden kimyasal tlriin absorbansinin toplamina esit oldugundan (ahsorbansin
toplanabilirligi), antikorun ve ilacin molar absorpsiyon kat sayilan antikor ve ilag
arasindaki konjugasyondan dnce ve sonra ayni kaldijinda, antikor-ilag konjugatinda

antikor konsantrasyonu ve ila¢ konsantrasyonu asagdidaki denklemler ile ifade edilir.

Az = Ap,za0 v Ap zar = EpoenCl + 8a,22004  (Denklem 1)

Anan
a7

Ay s30T An,iro = €L, 000+ €, 29200 (Denklem 2)

Yukarida, Aggp antikor-ilag konjugatinin bir sulu ¢bzeltisinin 280 nm'deki absorbansini
temsil eder, Az antikor-ilag konjugatinin bir sulu ¢ozeltisinin 370 nm’deki absorbansini
temsil eder, Aazsp bir antikorun 280 nm'deki absorbansini temsil eder, Asszo bir
antikorun 370 nm'deki absorbansini temsil eder, Ap2s0 bir konjugat dnciliiniin 280
nm'deki absorbansini temsil eder, Apaze bir konjugat onculinin 370 nm'deki
absorbansini temsil eder, €a280 bir antikorun 280 nm'deki molar absorpsiyon kat

sayisinl temsil eder, ga370 bir antikerun 370 nm'deki molar absorpsiyon kat sayisini
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temsil eder, ep2e0 bir konjugat énciliniin 280 nm'deki molar absorpsiyon kat sayisini
temsil eder, ep a7 bir konjugat énculundn 370 nm'deki molar absorpsiyon kat sayisini
temsil eder, Ca bir antikor-ilag konjugatinda antikor konsantrasyonunu temsil eder ve

Cp bir antikor-ila¢ konjugatinda ilag konsantrasyonunu temsil eder.

Yukaridaki €aoso'e, €aszm'e, €pzsc'e Ve €paro'e gelince, énceden hazirlanan degerler
(hesaplamaya gbre tahmin edilen deder veya bilesigin UV dlgclimii ile elde edilen dlgiim
degeri) kullanilir. Ornegdin, €280 bir bilinen hesaplama yéntemi (Protein Science, 1995,
vol. 4, 2411-2423) kullanilarak bir antikorun amino asit dizisinden tahmin edilebilir. €4 370
genel olarak, sifirdir. €p 280 Ve Eparo, i¢inde kullanilacak olan konjugat dnculiindn belirli
bir molar konsantrasyonda ¢oézinduraldigi bir ¢ozeltinin absorbansini dlgme ile
Lambert-Beer kuralina (Absorbans = molar konsantrasyon x molar absorpsiyon kat
sayisl x hdcre yol uzunlugu) gore elde edilebilir. Azs'i ve antikor-ilag konjugatinin bir
sulu ¢dzeltisinin Azgo'ini 8lgme ve degerleri kullanarak es-zamanl denklemler (I)'i ve
(I)'yi cozme ile, Ca ve Cp elde edilebilir. ilaveten, Cp'yi Ca'va bdlme ile, her bir antikor

igin konjuge edilmis ilacin ortalama sayisi elde edilebilir.

Ortak prosediir F: Antikor-ilag konjugatinda her bir antikor molekiilii igin konjuge

edilmig ila¢ molekiillerinin ortalama sayisinin élgimii - (2)

Antikor-ilag konjugatinda her bir antikor molekiill igin konjuge edilmis ilag
molekiillerinin ortalama sayisi ayrica, yukarida bahsedilen Ortak prosediir E've ek
olarak, asagida tarif edilen bir yontem kullanilarak yuiksek-performansli sivi

kromatografisi (HPLC) analizi ile de belirlenebilir.

[F-1. HPLC analizi igin o&rnegin preparasyonu (antikor-ila¢ konjugatinin

indirgenmesi)]

Bir antikor-ilag konjugati ¢ozeltisi (yaklasik 1 mg/mL, 60 L) bir sulu ditiyotreitol (DTT)
gozeltisi (100 mM, 15 L) ile kanstirhir. Karisim antikor-ilag konjugatinin L zinciri ve H
zinciri arasindaki disulfit bagini yarmak igin 37°C'de 30 dakika boyunca inkibe edilir.

Elde edilen érnek HPLC analizi i¢in kullanilir.

[F-2. HPLC analizi]
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HPLC analizi agagidaki dlgim kosullari altinda gergeklestirilir:

HPLC sistemi: Agilent 1290 HPLC system (Agilent Technologies, Inc.)
Dedektdr: UV absorpsiyon spektrometresi (6lcim dalga boyu: 280 nm)

Kolon: PLRP-S (2,1 x 50 mm, 8 um, 1000 angstrom; Agilent Technologies, Inc.,
P/N PL1912-1802)

Kolon sicakhgr: 80°C

Mobil faz A: %0,04 sulu trifloroasetik asit (TFA) ¢ozeltisi

Mobil faz B: %0,04 TFA igeren asetonitril ¢dzeltisi

Gradyan program: %29-%36 (0 dk-12,5 dk), %36-%42 (12,5-15 dk), %42-%29
(15 dk-15,1 dk), %29-%29 (15,1 dk-25 dk)

Ornek enjeksiyon hacmi: 15 pL

[F-3. Veri analizi]

[F-3-1] Bir konjuge edilmemis antikorun bir L zinciri (Lo} ve bir H zinciri (Ha) ile
karsilastinldiginda, bir ilag-konjuge edilmis L zinciri (bir ilag molekuliine
baglanmis L zinciri: L1) ve H zincireri (bir ilag molekuliine baglanmis H zinciri:
H., iki ilag molekiline baglanmis H zinciri: Hz; Gg ilag molekdline baglanmis H
zinciri: Hi) konjuge edilmis ilag molekillerinin sayisi ile orantih olarak daha
yuksek hidrofobisite gosterir ve boylelikle bir daha buyuk alikonulma slresine
sahiptir. Bu zincirler bundan dolayl Lo ve L1 veya Ho, Hi, Hz ve H: sirasinda
aynstirilir. Saptama pikleri Lo ve Hyg ile alikonulma sirelerinin kargilastiriimasi ile
Lo'in, L+'in, Ho'in, Hy'in, H2'nin ve Hs'lin herhangi hirine tayin edilebilir.

[F-3-2] llag baglayici UV absorpsiyonuna sahip oldugundan, pik alan degerleri L
zincirinin ve H zincirinin ve ila¢ baglayicinin malar absorpsiyon kat sayilan
kullanilarak asagidaki ifadeye gére konjuge edilmis ila¢ baglayici molekuillerin

sayisina yanitta dozeltilir.

(Iifade 1]

L zincinnin (L,) pik alanimin duzeltilen degeri

= 2k alan

L zincirinin molar ekstinksiyon kat say s

L zincinmin molar ekstinksiyon kat say s+ <onjuge ilag molekillernn sayisi x

lla¢ baglayicinin molar ekstinksiyon kat sayisi
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[Ifade 2]

H zincirinin(H') pik alaninin duzeltilen degeri

= =ik alan

H zincirinin molar ekstinksiyon kat say s

H zincinnin molar ekstinksiyon kat say s + <onjuge ilag molekullerinin sayisi x

llag baglayicimin malar ekstinksiyon kat sayisi

burada, her bir antikorun L zincirinin veya H zincirinin molar ekstinksiyon kat
sayisina (280 nm) gelince, bir bilinen hesaplama yéntemi (Protein Science,
5 1995, vol. 4, 2411-2423) ile her bir antikorun L zincirinin veya H zincirinin amino
asit dizisinden tahmin edilen bir deger kullanilabilir. hTINA durumunda, 34690
olan bir molar ekstinksiyon kat sayisi ve 95000 olan bir molar ekstinksiyon kat
sayisi bunun amino asit dizisine gdre, sirasiyla, L zinciri ve H zinciri i¢in tahmin
edilen degerler olarak kullanilmistir. llag baglayicinin molar ekstinksiyon kat
10 sayisina {280 nm) gelince, iginde maleimid grubunun her bir ilag badlayicinin
merkaptoetanol veya N-asetilsistein ile reaksiyonu ile siksinimid tiyoetere
dondstirilmis oldugu bir bilesigin olglilen molar ekstinksiyon kat sayisi (280
nm) kullanilimistir.
[F-3-3] Her bir zincirin pik alan orani (%) asagidaki ifadeye gore pik alanlarinin

15 dizeltiimis degerlerinin toplami icin hesaplanir.

[Ifade 3]

L zincirnin pik alan orani = =— X l 0 O

Apy + A
_ Ay
Apo + Ay + Ay + Ay

x 100

H zZincinmin pik alan oran

Agi, Awr Linin ve Hinin ilgili pik alanlannin dizeltiimis degerleri
20 [F-3-4] Antikor-ila¢ konjugatinda her bir antikor molekuld igin konjuge edilmis

ilag molekillerinin ortalama sayisi asagidaki ifadeye gére hesaplanir.
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Konjuge edilmis ila¢ molekullerinin ortalama sayisi = Lp pik alan orani x 0 + L pik alan
orani x 1 + Hp pik alan orani x 0 + Hy pik alan orani x 1 + Hz pik alan orani x 2 + Hs pik

alan orani x 3)/ 100 x 2

Uretim yéntemi 1'de formiil (2) ile temsil edilen bilesik asagidaki formdil ile temsil edilen
bir bilesiktir:

(maleimid-N-il}-(CHz)n%-C(=0)-L2-LP-NH-(CH2)n"-L2{(CHz)n?-C(=0)-(NH-DX)

Farmiulde,

n®, 2 ila 8 araliindaki bir tam sayly temsil eder,

L2, -NH-(CH2CH2-O)n*-CH2CH2-C(=0)-'yu veya bir tekli bad temsil eder,
burada n*, 1 ila 6 aralijindaki bir tam sayiyi temsil eder,

L", -GGFG-'nin bir tetrapeptit rezidlisiini temsil eder,

n', 0 ila 6 araligindaki bir tam sayiy| temsil eder,

n?, 0 ila 5 araligindaki bir tam sayiy| temsil eder,

L2, -O-'yu veya bir tekli bad temsil eder,

(maleimid-N-il)-, asagidaki formUl ile temsil edilen bir maleimidil grubudur (2,5-dickso-
2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il grubudur):

[Formul 20]

Burada nitrojen atomu, bir baglama pozisyonudur, -(NH-DX), asagdidaki formiil ile temsil

edilen bir gruptur:

[Formiil 21]
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burada pozisyon 1'deki amino grubunun nitrojen atomu bir badlama pozisyonudur.

L?, bir tekli bag veya -NH-{CH,CH,-O)n*-CH.CH,-C(=0)- oldugunda, burada n*iin 2 ila

4 araligindaki bir tam sayi oldudu bir bilesik bir (retim ara Qrlint olarak tercih edilir.

llaveten, -NH-(CHz)n'-La-(CH2)n- igin oldugu gibi, -NH-CH2CHa-,-NH-CH,CH.CH,-, -
NH-CH2CH2CH2CHz-, -NH-CH>CH2CH2CH2CH;-, -NH-CH2-O-CH3- veya -NH-CH>CHo-
0-CH2- yapisina sahip olan bir bilesik bir Gretim ara Griinii olarak tercih edilir. -NH-
CH:CH:CH3z-, -NH-CH2-O-CH»>- veya -NH-CH:CH>-O-CH: yapisina sahip olan bir
bilesik daha cok tercih edilir.

llaveten, formiil (2) ile temsil edilen bilesikte, burada n®in 2 ila 5 araligindaki bir tam
sayl, LZnin bir tekli bag ve -NH-(CH2)n"-L2-(CHz)n?-'nin NH-CH,CHz-,-NH-CH,CH>CH>-,
-NH-CH2CH2CHzCHz-, -NH-CH2CH2CH2CH,CHs-, -NH-CH2-O-CH2- veya -NH-CH2CH.-
O-CHz- oldugu bir bilegik bir (iretim ara (rl{in(i olarak tercih edilir. Burada -NH-(CH2z)n'-
L?-(CHz)n?-'nin -NH-CH2CH>-, -NH-CH>CH>CH,-, -NH-CH>-O-CH,- veya -NH-CH.CH.-
O-CHg- oldugu bir bilesik daha ¢ok tercih edilir. Burada n*'in 2 veya 5 olan bir tam say

oldugu bir bilesik ilaveten tercih edilir.

ilaveten, formiil (2) ile temsil edilen bilesikte, burada n®iin 2 ila 5 aralijindaki bir tam
sayl, L?nin -NH-{CH2CH2-0O)n*-CH2CH.-C(=0)- oldugu, n“ln 2 ila 4 araligindaki bir tam
sayl oldugu ve -NH-(CH2)n'-L>-(CHz)n?'nin -NH-CH2CH2-, -NH-CH>CH>CH,-, -NH-
CH;CH:CH2CH»-, -NH-CH>CH,CH2CH>CH3-, -NH-CH2-O-CH2- veya -NH-CH:CH»-O-
CHa- oldugu bir bilesik bir Uretim ara rlnG olarak tercih edilir. Burada n*ln 2 ila 4
arah@indaki bir tam say oldugu bir bilesik daha cok tercih edilir. Burada -NH-(CH)n'-
L2-(CHz)n?-nin -NH-CH2CHzCHj-, -NH-CH,-O-CH_- veya -NH-CH,CH,-O-CH,- oldudu

bir bilesik ilaveten tercih edilir.
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Mevcut bulusun bilesiginin Uretiminde kullanigh olan bu tarz tercih edilen ara Grinler

olarak, asadidakiler emsallendirilebilir:
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(maleimid-N-il)-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimid-N-il)}-CH2CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH:CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH.-C(=0)-GGF G-NH-CH>CH>CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CH,CH>CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,CH2-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH>CH,CH2CH-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-{(NH-
DX),

(maleimid-N-il)}-CH2CH>-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH.CH2CH2-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>CH2CH»-C(=0)-{NH-
DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH>CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2CH,-C(=0)-
(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH>CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimid-N-il)-CH2CH2CH.-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH>CH>CH2CH-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimid-N-il)}-CH2CHCH2CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH;CH,CH;CH;CH,-C(=0)-
(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH2CH2CH»2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2CH2CH2CH:-
C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH2CH>-C(=0)-GGFG-NH-CH-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH;-C(=0)-GGFG-NH-CH>-0O-CH:-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH2CH>CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH>CH>CH>CH,>CH3-C(=0)-GGF G-NH-CH,-O-CH,-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimid-N-il)}-CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH2-O-CH,-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimid-N-il)}-CH2CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH,-O-CH-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH2CHoCHoCH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2-0-CHa-C(=0)-(NH-
DX),

(maleimid-N-il)}-CHzCH,CH,CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,-0-CH,-C(=0)-
(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH2CH2-C(=0)-NH-CH,CHz-0-CH2CH,-0-CHCH,-C(=0))-
GGFG-NH-CH;CH2CHa-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CHz-0-CH2CH-0-CHoCH,-O-CH>CH;-
C(=0)-GGFG-NH-CH2CH,CH.-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)}-CH2CHz-C(=0)-NH-CH2CH,-0-CH2CHz-0O-CHoCH,-O-CH,CHz-
0-CH,CH,-C(=0)-GGFG-NH-CH,CH2CH2-C(=0)-(NH-DX).

Mevcut bulusun anti-TROPZ2 antikoru-ilag konjugati, Gretim ara drini bilesiklerinin
yukanda tarif edilen grubundan secilen bir ilag-badlayici bilesidi bir anti-TRCOP2
antikoru veya bunun bir reaktif tiirevi ile reaksiyona sokma ve anti-TROP2 antikorunun
bir mentese pargasinda bulunan bir dis(lfit bagda bir tiyoeter bag olusturma ile
dretilebilir. Bu durumda, anti-TROPZ2 antikorunun bir reaktif tlrevi tercihen kullanilr.
Ozel olarak, anti-TROP2 antikorunu indirgeme ile elde edilen bir reaktif tirev tercih

edilir.

Asagidakiler Uretim ara Urinleri olarak daha ¢ok tercih edilen bilesiklerdir:

(maleimid-N-il}-CH2CH»>-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CHz-C(=0)-GGF G-NH-CH;CH,CH,-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH2CH,CH2CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH,CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH.CH,CH2CH,CH,-C(=0)-GGF G-NH-CH2CH,CH2-C (=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH>CHCH,CH.CH»-C(=0)-GGFG-NH-CH>CH>CH>CH.CH,-C(=0)-
(NH-DX),

(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CH2-O-CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il}-CH2CH2CH2CH2CH2-C(=0)-GGFG-NH-CH2CH2-0O-CH;-C(=0)-(NH-
DX),
(maleimid-N-il)-CH2CHz-C(=0)-NH-CH2CH2-0-CH2CH2-O-CH2CH,-C(=0)-GGF G-NH-
CH2CH:CH3-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH,CHz-C(=0)-NH-CH,CH2-0-CH2CHz-0-CH,CH2-C(=0)-GGF G-NH-
CH:CH,-C(=0)-(NH-DX),
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(maleimid-N-il)}-CHCHz-C(=0)-NH-CH2CHz-0-CH2CH-O-CHCH,-O-CH,CH,-O-
CH2CH2-C(=0)-GGF G-NH-CHoCH2CH2-C(=0)-(NH-DX).

Ara Urin bilegiklerinin yukar tarif edilen grubu arasinda, asadidaki formdl ile temsil

edilen bir bilesik bir ilaveten tercih edilen bilesiktir:

(maleimid-N-il)}-CH2CH2-C(=0)-NH-CH2CH2-O-CH2CHz-O-CH2CH2-C(=0)-
GGFG-NH-CH2CH2CH2-C(=0)-(NH-DX),
(maleimid-N-il)-CH>CH2CH.CH2CH:-C(=0)-GGFG-NH-CH»-O-CH:-C(=0)-(NH-
DX) veya
(maleimid-N-il}-CH.CH2CH2CH.CH-C(=0)-GGFG-NH-CH:CH2-0-CH»-C(=0)-
(NH-DX),

Konjugatin miktarini glivenceye almak igin, bir es-deger sayida (6rn., yaklasik + 1)
ilaca sahip olacak sekilde henzer Uretim kosullar altinda elde edilmis olan birden fazla
konjugat yeni lotlar hazirlamak igin kanstirilabilir. Bu durumda, ilaglarin ortalama sayisi

kanstirmadan énce konjugatlardaki ilaclarin ortalama sayilar arasindadir.

2. Uretim yontemi 2

Onceki (retim ydnteminde kullanilan bir ara Griin olarak formil (2) ile temsil edilen
bilesik ve bunun bir farmakolojik olarak kabul edilebilir tuzu, érnegin, asagidaki yontem

ile Gretilebilir.

[Formul 22]
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Formiilde L", bir maleimidil grubunu temsil eder ve P"in, P#nin ve P*n her biri bir

koruma grubunu temsil eder.

Bilesik (8), karboksilik asidi (5) bir aktif estere, karma asit anhidride, asit halide veya
benzerlerine tlrevlendirme ve bunu bir baz varliginda NH»-DX (4) veya bunun bir
farmakolojik olarak kabul edilebilir tuzu ile reaksiyona sokma ile dretilebilir. NH.-DX (4),
ekzatekan (kimyasal adi: (1S,9S)-1-amino-9-etil-5-floro-2,3-dihidro-9-hidroksi-4-metil-
1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-10,13(9H,15H)-dion)  temsil

eder.

Peptit sentezi icin yaygin bir sekilde kullanilan reaksiyon reaktifleri ve kosullar
reaksiyona icin kullanilabilir. Burada cesitli aktif ester gesitleri vardir. Ornegin, bu,
fenolleri, émegin, p-nitrofenoll, N-hidroksi benzotriazold, N-hidroksi siksinimidi veya
benzerlerini, bir yogunlagtirma ajani, drnedin, N,N'-disiklchekzilkarbodiimid veya 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorir, kullanarak karboksilik asit (5) ile
reaksiyona sokma ile Cretilebilir. ilaveten, aktif ester ayrica, karboksilik asidin (5)
pentaflorofenil trifloroasetat veya benzerleri ile bir reaksiyonu; karboksilik asidin (5) 1-
benzotriazolil oksitripirrolidinofosfonyum hekzaflorofosfit bir reaksiyonu; karboksilik
asidin (5) dietil siyanofosfonat ile bir reaksiyonu (tuzla ¢ézinme ydntemi); karboksilik
asidin (5) trifenilfosfin ve 2,2'-dipiridil disulfit ile bir reaksiyonu (Mukaiyama yontemi);
karboksilik asidin {5) bir triazin tdrevi, 6rnegin, 4-(4,6-dimetoksi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinyum klorlir (DMTMM) ile bir reaksiyonu veya benzerleri ile de tretilebilir.

llaveten, reaksiyon ayrica, drn., bununla karboksilik aside (5) bir baz varliginda asit
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halid, érnegin, tiyonil klorir veya okzalil klorir, ile muamele edildigi bir asit halid

yontemi, ile de gergeklestirilebilir.

Yukarida oldugu sekilde elde edilen karboksilik asidin (5) aktif esterini, karma asit
anhidridini veya asit halidini -78°C ila 150°C araligindaki bir reaksiyon sicakliginda bir
inert ¢dziicl iginde bir uygun baz varlidinda bilesik (4) ile reaksiyona sokma ile, bilegik
(6) Uretilebilir. Ayni zamanda, "inert ¢dzicd", bunun icin ¢dziclnin kullanildidr bir

hedef reaksiyonu inhibe etmeyen bir ¢ozlclyl gosterir.

Yukarida tarif edilen her bir adim i¢in kullanilan bazin spesifik drnekleri, bir alkali
metalin veya bir toprak alkali metalin, sodyum karbonati, potasyum karbonati, sodyum
etoksidi, potasyum bltoksidi, sodyum hidroksidi, potasyum hidroksidi, sodyum hidridi
ve potasyum hidridi, iceren, karbonati, alkoksidi, hidroksidi veya hidridi, n-batil lityumu
iceren bir alkil lityum, lityum diizopropilamidi iceren dialkilamino lityum ile temsil edilen
organometalik bazi; bissililaminin, lityum bis(trimetilsilillamidi, igeren organometalik
bazini ve tersiyer amini veya nitrojen-igeren heterosiklik bilesidi, drnegin, pyridini, 2,6-
[Gtidini, kollidini, 4-dimetilaminopiridini, trietilamini, N-metilmorfolini, diizopropiletilamini

ve diazabisiklo[5.4.0Jundek-7-eni {DBU), iceren, organik bazi icerebilir.

Mevcut bulusun reaksiyonu igin kullanilan inert ¢dzicinin drekleri, bir halojenlenmis
hidrokarbon ¢éziclyl, drmegdin, diklorometani, kloroformu ve karbon tetrakloriirl; bir
eter ¢oziclyl, ormegin, tetrahidrofiirani, 1,2-dimetoksietani ve dioksani; bir aromatik
hidrokarbon ¢ézicuyl, érmegin, benzeni ve tolleni ve bir amid ¢dzlcuyu, érnedin, N,N-
dimetifformamidi, N,N-dimetilasetamidi ve N-metilpirrolidin-2-onu icerir. Bunlara ek
olarak, bir sulfoksit ¢cézicu, drnegin, dimetil silfoksit ve sulfolan; bir keton ¢ézicy,
ormegin, aseton ve metil etil keton ve bir alkol ¢dziicu, 6rnedin, metanol ve etanol bazi

durumlarda kullanilabilir. ilaveten, bu ¢dzicller kullanim igin karistirilabilir.

Bilesigin {6) ug amino grubu igin, koruma grubuna P! gelince, peptit sentezi igin genel
olarak kullanilan bir amino grubu igin bir koruma grubu, drmegin, ter-butiloksi karbonil
grubu, 9-florenilmetiloksi karbonil grubu ve benziloksi karbonil grubu, kullanilabilir. Bir
amino grubu i¢in baska koruma grubunun érnekleri, bir alkanoil grubunu, drnegin, asetil
grubunu; bir alkoksikarbonil grubunu, omegin, metoksikarbonil grubunu ve
etoksikarbonil grubunu; bir arilmetoksi karbonil grubunu, arnegin,

parametoksibenziloksi karbonil grubunu ve para (veya orto)nitroibenziloksi karbonil
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grubunu; bir arilmetil grubunu, érnedin, benzil grubunu ve trifenil metil grubunu; bir aroil
grubunu, 6rmegin, benzoil grubunu wve bir aril sdlfonil grubunu, o6rnegin, 2.4-
dinitrobenzen suifonil grubunu ve ortonitrobenzen sulfonil grubunu icerebilir. Koruma
grubu P, érn., korunacak olan bir amino grubuna sahip olan bir bilesigin ézelliklerine,

gore secilebilir.

Elde edilen bilesigin {6) u¢ amino grubu igin koruma grubunun P! koruyucu grubunu
uzaklastirma ile, bilesik (7) Uretilebilir. Bu koruyucu grubun uzaklastinimasi igin,

reaktifler ve kosullar koruma grubuna bagl olarak segilebilir.

Bilesik (9), P? ile korunmus N ucuna sahip olan peptit karboksilik asidi (8) bir aktif
estere, karma asit anhidride veya benzerlerine tlreviendirme ve bunu elde edilen
bilesik (7) ile reaksiyona sokma ile Uretilebilir. Peptit karboksilik asit (8) ve bilesik (7)
arasinda bir peptit bagi olugturmak igin kullanilan reaksiyon kosullarn, reaktifler, baz ve
inert ¢ozlcU uygun bir sekilde segilebilir ve bilesigin (6) sentezi igin tarif edilenlerden
kullanilabilir. Koruma grubu P? uygun bir sekilde segilebilir ve bilesigin (6) koruma
grubu icin tarif edilenlerden kullanilabilir ve seleksiyon, érn., korunacak olan bir amino
grubuna sahip olan bilesigin 6zelliklerine, gbre yapilabilir. Bu genel olarak peptit sentezi
igin kullanildigindan, Elongasyon icin peptit karboksilik asidi (8) olusturan amino asidin
veya peptidin reaksiyonunu ve koruyucu grubunun uzaklastinimasini sirali bir sekilde

tekrar etme ile, bilesik (9) da Uretilebilir.

Elde edilen bilesigin {9) amino grubu igin koruma grubunun P? koruyucu grubunu
uzaklagtirma ile, bilesik (10) dretilebilir. Bu koruyucu grubun uzaklastiriimasi igin,

reaktifler ve kogullar koruma grubuna bagl olarak secilebilir.

Bilesigi (2) karboksilik asidi (11) bir aktif estere, karma asit anhidride, asit halide veya
benzerlerine tirevlendirme ve bunu elde edilen bilesik (10) ile reaksiyona sokma ile
tretmek miimkindir. Karboksilik asit (11) ve bilesik (10) arasinda bir peptit bag
olusturmak igin kullanilan reaksiyon kosullan, reaktifler, baz ve inert ¢ozicl uygun bir

sekilde secilebilir ve bilesigin (6) sentezi icin tarif edilenlerden kullanilabilir.

Bilesik (9) ayrica, émegin, asagidaki yontem ile de aretilebilir.
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Bilesik (13), P? ile korunmus N ucuna sahip olan peptit karboksilik asidi (8) bir aktif
estere, karma asit anhidride veya benzerlerine turevlendirme ve bunu P? ile korunmus
karboksi grubuna sahip olan amin bilesigi (12} ile bir baz varliginda reaksiyona sokma
ile Uretilebilir. Peptit karboksilik asit (8) ve bilesik (12) arasinda bir peptit bag
olusturmak icin kullanilan reaksiyon kosullan, reaktifler, baz ve inert ¢ézici uygun bir

sekilde secilebilir ve bilesidin (8) sentezi igin tarif edilenlerden kullanilabilir.

Bilesigin (13) amino grubu igin koruma grubu P? yaygin bir sekilde kullanilan bir

koruma grubu ile korunabilir.

Spesifik olarak, bir hidroksil grubu i¢in koruma grubunun drnekleri, bir alkoksimetil
grubunu, érnegdin, metoksimetil grubunu; bir arilmetil grubunu, émegin, benzil grubunu,
4-metoksibenzil grubunu ve trifenilmetil grubunu; bir alkanecil grubunu, 6rnegdin, asetil
grubunu; bir aroil grubunu, érnegin, benzoil grubunu ve hir silil grubunu, émedin, ter-
batil difenilsilil grubunu igerir. Karboksi grubu, érn., bir alkil grubu, érmegin, metil grubu,
etil grubu ve ter-bltil grubu, bir allil grubu veya bir arilmetil grubu, érnedin, benzil grubu,
ile bir ester olarak, korunabilir. Bir amino grubu i¢in koruma grubunun ornekleri,
ornedin, bir alkiloksi karbonil grubunu, &rnedin, ter-bitiloksi karbonil grubunu,
metoksikarbonil grubunu ve etoksikarbonil grubunu; alliloksikarbonil grubunu veya bir
arilmetoksi karbonil grubunu, émegin, 9-florenilmetiloksi karbonil grubunu, benziloksi
karbonil grubunu, parametoksibenziloksi karbonil grubunu ve para (veya
orto)nitroibenziloksi karbonil grubunu; bir alkanoil grubunu, émegin, asetil grubunu; bir
arilmetil grubunu, érnegin, benzil grubunu ve trifenil metil grubunu; bir aroil grubunu,
ornedin, benzoil grubunu ve bir aril silfonil grubunu, érnedin, 2,4-dinitrobenzen sitfonil

grubunu veya ortonitrobenzen sulfonil grubunu, igerir.

Bir karboksi grubu igin koruma grubuna P? gelince, organik sentetik kimyada, ozel
olarak, peptit sentezinde, bir karboksi grubu icin bir koruma grubu olarak yaygin bir
sekilde kullanilan bir koruma grubu kullanilabilir. Spesifik drnekleri, bir alkil grubu,
omegin, bir metil grubu, bir etil grubu veya bir ter-b(til grubu olan esterleri, allil esterleri
ve benzil esterleri igerir ve koruma grubu yukarida tarif edilen koruma gruplarindan
uygun bir sekilde segilebilir. Bu tarz durumda, bir amino grubu icin koruma grubunun ve
bir karboksi grubu i¢in koruma grubunun tercihen bir farkli ydntem veya farkl kosullar
ile uzaklastirlmis olanlar olabilmesi tercih edilir. (")rnegjin, bir temsili drnek, burada

P?nin bir ter-bitiloksi karbonil grubu oldugu ve P*in bir benzil grubu oldugu bir
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kombinasyonu icerir. Koruma gruplari, 6., korunacak olan bir amino grubuna ve bir
karboksi grubuna sahip olan bir bilesidin dzelliklerine, gére yukarnda bahsedilenlerden
secilebilir. Koruma gruplarinin uzaklagtirlmasi igin, reaktifler ve kosullar koruma

grubuna badll olarak secilebilir.

Elde edilen bilesigin (13) karboksi grubu igin koruma grubunun P? koruyucu grubunu
uzaklastirma ile, bilesik (14) Uretilebilir. Bu koruyucu grubun uzaklastinimasi igin,

reaktifler ve kosullar koruma grubuna bagl olarak segilebilir.

Bilesik (9), bilesidi {14) bir aktif estere, karma asit anhidride, asit halide veya
benzerlerine tirevlendirme ve bilesik (4) ile bir baz varhginda reaksiyona sokma ile
Uretilebilir. Reaksiyon i¢in, peptit sentezi icin genel olarak kullanilan reaksiyon reaktifleri
ve kosullar da kullanilabilir ve reaksiyon igin reaksiyon kosullari, reaktifler, baz ve inert

¢ozlici bilesigin (6) sentezi igin tarif edilenlerden uygun bir sekilde segilehilir.

Bilesik (2) ayrica, 6rnegdin, asagidaki yontem ile de Uretilebilir.

Bilesigin (13) amino grubu igin koruma grubunun P? koruyucu grubunu uzaklastirma ile,
bilesik (15) uretilebilir. Bu koruyucu grubun uzaklastirimasi igin, reaktifler ve kosullar

koruma grubuna bagl olarak secilebilir.

Bilesik (16) karboksilik asit tlrevini (11) aklif estere, karma asit anhidride, asit halide
veya benzerlerine tirevlendirme ve bunu elde edilen bilesik (15) ile bir baz varhginda
reaksiyona sokma ile dretilebilir. Peptit karboksilik asit (11) ve bilesik (15) arasinda bir
amid bagi olusturmak i¢in kullanilan reaksiyon kosullar, reaktifler, baz ve inert ¢ozucui

bilesigin (6) sentezi icin tarif edilenlerden uygun bir sekilde secilebilir.

Elde edilen bilesigin {(16) karboksi grubu igin koruma grubunun koruyucu grubunu
uzaklastirma ile, bilegik {17) Uretilebilir. Bu koruyucu grubun uzaklastinimasi, bilesigi
(14) Uretmek igin karboksi grubunda koruyucu grubun uzaklastirimasina benzer bir

sekilde gergeklestirilebilir.

Bilesik (2), bilesigi (17) aktif estere, karma asit anhidride, asit halide veya benzerlerine
tarevlendirme ve bunu bilesik (4) ile bir baz varliginda reaksiyona sokma ile Gretilebilir.

Reaksiyon igin, peptit sentezi igin genel olarak kullanilan reaksiyon reaktifleri ve
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kosullari da kullanilabilir ve reaksiyon icin reaksiyon kosullar, reaktifler, baz ve inert

¢ozlci bilesigin (6) sentezi icin tarif edilenlerden uygun bir sekilde secilebilir.
3. Uretim yéntemi 3

Bir ara Orindn formil (2) ile temsil edilen bilesigi ayrica asagidaki yontem ile de

Uretilebilir.

]Flj- [T

H 1V Ops
18

LLiCH

l 11

L"-Li-LF-Op*
19

¥
L-Le-LE-0OH
20

NH.-(CH.11 L HC H.r-C (=05 NH-D X

7
Y

LY L 18 NH (CH - (G A - Cr=0-NH-DX
2
Formdilde, L", burada ucun bir maleimidil grubuna dénlstirildiga bir yapiya sahip olan

L"e karsilik gelir ve P#, bir koruma grubunu temsil eder.

Bilesik (19), bilesigi (11) aktif estere, karma asit anhidride veya benzerlerine
tirevlendirme ve bunu P4 ile korunmus C ucuna sahip olan peptit karboksilik asit (18)
ile bir baz varliginda reaksiyona sokma ile Uretilebilir. Peptit karboksilik asit (18) ve
bilesik (11) arasinda bir peptit bag olusturmak igin kullanilan reaksiyon kosullari,
reaktifler, baz ve inert ¢dzlicl bilegigin {6) sentezi igin tarif edilenlerden uygun bir
sekilde secilebilir. Bilesigin (18) karboksi grubu igin koruma grubu P* yukarida tarif

edilen koruma grubundan uygun bir sekilde secilebilir.

Elde edilen bilesigin {19) karboksi grubu igin koruma grubunun koruyucu grubunu
uzaklastirma ile, bilesik {20) Uretilebilir. Bu koruyucu grubun uzaklastirimasi, bilesidi
(14) dretmek igin karboksi grubunda koruyucu grubun uzaklastirilmasina benzer bir

sekilde gerceklestirilebilir.
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Bilesik (2), elde edilen bilesidi (20) aktif estere, karma asit anhidride veya benzerlerine
tarevlendirme ve bunu bilesik (7) ile reaksiyona sokma ile dretilebilir. Reaksiyon igin,
peptit sentezi i¢cin genel olarak kullanilan reaksiyon reaktifleri ve kosullar da
kullanilabilir ve reaksiyon igin reaksiyon kosullari, reaktifler, baz ve inert ¢dzlcu

bilesigin (6) sentezi icin tarif edilenlerden uygun bir sekilde secilebilir.

4. Uretim yontemi 4

Burada asagida, Uretim yéntemi 2'de tarif edilen Gretim ara Grininde (10) n' = 1'e, L'
= O'ya sahip olan bilesigi (10b) dretmek icin ydontem detayl bir sekilde tarif edilir.
Formdl {(10b) ile temsil edilen bilesik, bunun bir tuzu veya bir solvati, drnedin, asadidaki

yonteme gore Uretilebilir.

[Fuori 247

Foa e g4 O 32 VoE MR Sl T BoX ot RN AT PR
2 i - i1 U

TR 7 I FroH
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Formdilde, LF, yukanda tammlandig sekildedir, L, bir alkanoil grubu, érnedin, bir asetil
grubu veya bir alasim grubu, &érnegin, bir benzoil grubu, bir hidrojen atomu veya
benzerleri olan bir agil grubunu temsil eder, X'in ve Y'nin her biri 1 ila 3 amino asitten
olusan bir oligopeptidi temsil eder, P*in ve P"nin her biri bir amino grubu igin bir
koruma grubunu temsil eder ve P®, bir karboksi grubu igin bir koruma grubunu temsil

eder.

Formdl (21) ile temsil edilen bir bilesik 2002-60351 Numarali Yayinlanmis Japon
Patentinde veya literaturde (J. Org. Chem., Vol. 51, page 3196, 1986) tarif edilen
yontemi kullanma veya uygulama ile ve gerektiginde, koruma gruplarinin
uzaklastirimasini veya fonksiyonel gruplarin modifikasyonunu gergeklestirme ile
uretilebilir. Alternatif olarak, bu ayrica bir korunmus ug amino grubuna sahip olan bir
amino aside veya korunmus amino grubuna sahip olan oligopeptidin asit amidine

aldehit veya keton ile muamele etme ile de elde edilebilir.
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Bilesigi (21) bir hidrosil grubuna sahip olan bilesik (22) ile bir asit veya bir baz
varhginda bir inert ¢dzuci iginde sogutma sicaklik kosullar altindaki sicaklik ila oda

sicakli§) arasindaki bir sicaklikta reaksiyona sokma ile, bilegik {23} tretilebilir.

Burada kullanilabilen asidin ¢rnekleri, inorganik asidi, érmegin, hidroflorik asidi, hidrojen
klorlir(i, siilfiirik asidi, nitrik asidi, fosforik asidi ve borik asidi; bir organik asidi, Grnegin,
asetik asidi, sitrik asidi, paratoliien siilfonik asidi ve metansiilfonik asidi ve bir Lewis
asidini, drnegin, tetrafloroborati, ¢inko klorlrt, kalay kloriri, aliminyum klorlirl ve
demir Klordrii icerebilir. Bunlar arasinda, silfonik asitler, 6zel olarak, paratolien
sulfonik asit tercih edilebilir. Baza gelince, yukarida bahsedilen bazin herhangi biri
uygun hir sekilde segilebilir ve kullanilabilir. Bunlarin tercih edilen érnekleri, bir alkali
metal alkoksidini, &rnegdin, potasyum ter-bitioksidi; bir alkali metal hidroksidini, drnegin,
sodyum hidroksidi ve potasyum hidroksidi; alkali metal hidridini, drnedin, sodyum hidridi
ve potasyum hidridi; dialkilamino lityum, ornegin, lityum diizopropilamid, ile temsil
edilen organometalik bazi ve bissillaminin, ornegin, lityum bis(trimetilsililyamidin,
organometalik bazini icerir. Reaksiyon igin kullanilacak olan ¢dzicunin &rnekleri, bir
eter ¢oziclyl, érnedin, tetrahidrofiran ve 1,4-dioksani ve bir aromatik hidrokarbon
¢ozlcuyl, drnedin, benzeni ve tolleni, icerir. Bu ¢dzucller su ile bir karisim olarak
hazirlanabilir. llaveten, bu bir amino grubunun korunmasi icin yaygin bir sekilde
kullanilan bir grup oldugunda, P® ile emsallendirildigi lizere bir amino grubu igin koruma
grubu 6zel olarak similandinimaz. Temsili érnekler, Uretim ydntemi 2'de tarif edilen bir
amino grubu igin koruma gruplarini igerir. Bununla birlikte, mevcut reaksiyonda, bu
burada P° ile emsallendirildigi Gzere bir amino grubu igin koruma grubunun yarilip
¢ikarildigi bir durum olabilir. Bu tarz durumda, bu, koruma grubunu yeniden uygulamak
icin gerekli olabileceginden, bir aminc grubunu korumak igin bir uygun reaktif ile bir

reaksiyon gergeklestirmek gerekli olabilir.

Bilegik (24), bilesigin (23) koruma grubunu P® uzaklastirma ile (iretilebilir. Burada, P8 ile
emsallendirildigi (zere bir karboksi grubu icin koruma grubunun temsili drnekleri Uretim
yontemi 2'de tarif edilir ve bir uygun olani bunlardan segilebilir. Bilesikte {23), bir amino
grubu igin koruma grubunun P® ve bir karboksi grubu icin koruma grubunun P8 bir farkli
yontem veya farkh kosullar ile uzaklastirlabilen koruma gruplar olmasi tercih edilebilir.
Ornegin, bir temsili drnek, burada P%in bir 9-florenilmetiloksi karbonil grubu ve P®nin

bir benzil grubu oldugdu bir kombinasyonu igerir. Koruma gruplari, érn., korunacak olan
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bir amino grubuna ve bir karboksi grubuna sahip olan bir bilesigin ozelliklerine, gore
secilebilir. Koruma gruplarinin uzaklastinlmasi icin, reaktifler ve kosullar koruma

grubuna gdre segilir.

Bilesik (26) karboksilik asidi (24) aktif estere, karma asit anhidride, asit halide veya
benzerlerine tlrevlendirme veya bunu bilesidi (25) lretmek igin bilesik (4) veya bunun
bir farmakolojik olarak kabul edilebilir tuzu ile reaksiyona sokma akabinde elde edilen
bilesigin (25) koruma grubunu P® uzaklagtirma ile Uretilebilir. Bilesik (4) ve karboksilik
asit (24) arasindaki reaksiyon ve koruma grubunu P® uzaklagtirmak igin reaksiyon igin,

Uretim yéntemi 2 igin tarif edilenler ile ayni reaktifler ve reaksiyon kosullari kullanilabilir.

Bilesik {10b), bilesigi (26) bilesidi (2b) Uretmek igin korunmus u¢ amino grubuna sahip
olan bir amino asit veya korunmus amino grubuna sahip clan oligopeptit (27) ile
reaksiyona sokma ve elde edilen bilesigin {9b) koruma grubunu P7 uzaklastirma ile
uretilebilir. P7 ile temsil edildigi Gzere bir amino grubu igin koruma grubu, bu genel
olarak bir amino grubunun korunmasi igin kullanildiginda, 6zel olarak sinirlandinimaz.
Bunun temsili érnekleri, Uretim yéntemi 2'de tarif edilen bir amino grubu igin koruma
gruplanini igerir. Koruma grubunu uzaklastirmak igin, reaktifler ve kosullar koruma
grubuna gore segilir. Bilesik {(26) ve bilesik (27) arasindaki reaksiyon igin, peptit sentezi
icin yaygin bir sekilde kullanilan reaksiyon reaktifleri ve kosullan kullanilabilir. Yukarida
bahsedilen yontem ile lretilen bilesik (10b), yukanda tarif edilen ydnteme gore mevcut

bulusun bilesigine (1) tlrevliendirilebilir.

Mevcut bulusun anti-TROPZ2 antikoru-ila¢ konjugati, bu hava icinde birakildiginda veya,
ormegin, saflagtirma ic¢in, yeniden-kristallendirildiginde, adsorpsiyon suyuna sahip
olacak sekilde nemi absorbe edebilir veya bir hidrata déntsebilir ve bu tarz bir bilesik

ve su igeren bir tuz da mevcut bulusa dahil edilir,

Cesitli radyoaktif veya radyoaktif-olmayan izotoplar ile etiketlenmis bir bilesik de
mevcut bulusa dahil edilir. Mevcut bulusun antikor-ilag konjugatini olusturan bir veya
birden fazla atom dogal-olmayan oranda bir atomik izotop igerebilir. Atomik izotopun
ornekleri, déteryumu (2H), tritiyumu (3H), iyodin-125' ("?®1), ve karbon-14'G (™C) igerir.
llaveten, mevcut bulusun bilesigi bir radyoaktif izotop, émegin, tritiyum (°H), iyodin-125
(’2°1), karbon-14 ('*C), bakir-64 (**Cu), zirkonyum-89 {(#%Zr), iyodin-124 ('2%1), florin-18
("8F), indiyum-111 ("), karbon-11 ("'C) ve iyodin-131 ("*'l), ile radyoaktif olarak
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etiketlenebilir. Bir radyoaktif izotap ile etiketlenmis bilesik, bir terapttik veya profilaktik
ajan, arastirma icin bir reaktif, drnegdin, bir analiz reaktifi ve tani igin bir ajan, dérmegin,
bir in vivo tanisal goruntileme ajani, olarak yararlidir. Radyoaktivite ile ilgili olmadan,
mevcut bulusun antikor-ilag konjugatinin herhangi bir izotop varyant tipi mevcut

bulusun kapsami icindedir.

[llaglar]

Mevcut bulugsun anti-TROPZ antikoru-ilag konjugati kanser hicrelerine karsi bir
sitotoksik aktivite gdsterir ve bdylelikle, bu bir ilag olarak, 6zel olarak kanser i¢in bir

terapétik ajan vefveya profilaktik ajan olarak, kullanilabilir.

Yani, mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag konjugati, kanseri tedavi etmek igin bir
ana yontem olan kemoterapi igin bir ilag olarak selektif bir sekilde kullanilabilir ve sonug
olarak, kanser hicrelerinin gelistirimesini geciktirebilir, bunun buylimesini inhibe
edebilir ve ilaveten kanser hicrelerini 6ldrebilir. Bu kanser hastalarinin kanserden
kaynaklanan semptomlardan arinmig olmasina olanak saglayabilir veya kanser
hastalarinin  QOL'sinde iyilesme saglayabilir ve kanser hastalarinin yasamlarini
surdlrme ile bir terapotik etki elde edebilir. Meveut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag
konjugati kanser hiicrelerini dldirmeyi tamamlamasa bile, bu kanser hicrelerinin
blylmesini inhibe etme veya kontrol etme ile, bunlarin daha uzun-sireli sag kalmini

saglarken, kanser hiicrelerinin daha ylksek QOL'sini saglayabilir.

Bu tarz ilag terapisinde, bu tek basina bir ila¢g ayni zamanda adjuvan terapide bir ilave
terapi ile kombinasyon halinde bir ilag olarak kullanilabilir ve cerrahi operasyon,
radyoterapi, hormon terapisi veya benzerleri ile birlestirilebilir. llaveten, bu ayrica

neoadjuvan terapide ilag terapisi igin bir ilag olarak da kullanilabilir.

Yukarnida tarif edildigi (izere terapétik kullanima ek olarak, gok ufak metastatik kanser
hiicrelerinin blylimesini baskilamanin ve bu kanser hiicrelerini baglama ile bunlarn
ilaveten dldirmenin bir etkisi ayrica, antikorun antijeni baglama 6zelliginden dolayi da
beklenebilir. Ozel olarak, TROP2'nin ekspresyonu primer kanser hiicrelerinde konfirme
edildiginde, kanser metastazinin inhibisyonu veya bir profilaktik etki mevcut bulusun
anti-TROP2 antikoru-ilag konjugatini uygulama ile beklenebilir. Omegin, metastazin

seyrinde bir vicut sivisi igindeki kanser hucrelerini inhibe etmenin ve dldirmenin bir
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etkisi veya herhangi bir dokuda implantasyondan hemen sonra ¢ok ufak kanser
hiicrelerini inhibe etmenin ve dldirmenin, bir etkisi beklenebilir. llaveten, kanser
metastazinin inhibisyonu veya bir profilaktik etki, d6zel olarak, kanserin cerrahi yolla
¢lkariimasindan sonra, beklenebilir. Bu dodrultuda, kanser metastazini inhibe etmenin

bir etkisi beklenebilir.

Mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag konjugatinin hastalara sistemik terapi olarak
uygulanmasi ile ve ilave olarak kanser dokularina lokal uygulama ile bir terapétik etki

uygulamasi beklenebilir.

Buna kargi mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ila¢c konjugatinin  kullanilabildigi
kanser tipinin érnekleri, akciger kanserini, bdbrek kanserini, lirotelyal kanseri, kolorektal
kanseri, prostat kanserini, glivoblastom multiformu, ovaryan kanseri, pankreatik
kanseri, meme kanserini, melanomu, karaciger kanserini, idrar kesesi kanserini, gastrik
kanseri, servikal kanseri, bas ve boyun kanserini veya 6zofajival kanseri igerir, bununla
birlikte, bu, bir tedavi sljesi olarak bir kanser hiicresinde, antikor-ilag konjugati igindeki
antikorun taniyabilecedi bir protein eksprese eden bir kanser hiicresi oldugu slrece,

bunlarla sinirlandiriimaz.

Mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag konjugati tercihen bir memeliye uygulanabilir

ancak bu daha tercihen bir insana uygulanir.

Mevcut bulusun anti-TROPZ2 antikoru-ilag konjugatini igeren bir farmasétik bilesiminde
kullanilan maddeler, dozaj veya uygulama konsantrasyonu bakis acisiyla, teknikte
genel olarak kullanilan formulasyon katki maddelerinden veya benzerlerinden uygun bir

sekilde secilebilir ve uygulanabilir.

Mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag konjugati en az bir farmasétik olarak uygun
icerik maddesi igeren bir farmasétik bilesim olarak uygulanabilir. Ornegdin, yukaridaki
farmasotik bilesim tipik olarak, en az bir farmasdtik tasiyici (Ornegin, sterilize edilmis
sivl) igerir. Burada, sivi, drnegin, suyu veya sivi yagi (petrol yagini veya hayvan orijinli,
bitki orijinli veya sentetik orijinli yagi), icerir. Sivi yag, 6érnedin, yer fistigi yagi, soya
fasulyesi yadi, mineral yag veya susam yag, olabilir. Yukandaki farmasoétik bilesim
intfravendz olarak uygulandiginda, su bir daha tipik tagiyicidir. Salin ¢dzeltisi, bir sulu

dekstroz ¢dzeltisi ve bir sulu gliserol ¢dzeltisi de bir sivi tasiyic olarak, 6zel olarak, bir
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enjeksiyon c¢dzeltisi icin, kullanilabilir. Bir uygun farmasétik vehikil teknikte bilinir. Arzu
edildiginde, yukardaki bilesim ayrica bir iz miktarda bir nemlendirme ajani, bir
emlulsifiye etme ajani veya bir pH tamponlama ajani da i¢erebilir. Uygun farmasétik
tasiyicinin drnekleri E. W. Martin tarafindan "Remington's Pharmaceutical Sciences”

kaynaginda aciklanir. Formilasyonlar bir uygulama moduna karsihk gelir.

Cesitli aktarim sistemleri bilinir ve bunlar mevcut bulusun anti-TROP2 antikoru-ilag
konjugatini uygulamak igin kullanilabilir. Uygulama yolunun &rnekleri, bunlarla sinirli
kalmamak kaydiyla, intradermal, intramuskdler, intraperitoneal, intravendz ve subkiltan
yollan icerir. Uygulama, drmedin, enjeksiyon veya bolus enjeksiyon ile yapilabilir. Bir
spesifik tercih edilen uygulamaya @gdre, antikor-ila¢ konjugatinin uygulanmasi

enjeksiyon ile gerceklestirilir. Parenteral uygulama bir tercih edilen uygulama yoludur.

Bir temsili uygulamaya gore, farmasotik bilesim, geleneksel prosediirere gore, insana
intravendz uygulama icin uygun olan bir farmasétik bilesim olarak, regete edilir.
intravendz uygulama igin bilesim tipik olarak, bir steril ve izotonik sulu tampon gdzeltisi
icindeki bir ¢ozeltidir. Gerekli oldugunda, ilag bir ¢ozindirme ajani ve enjeksiyon
yverinde agnyi hafifletmek icin lokal anestetikler (6rnegdin, lignokain) icerebilir. Genel
olarak, yukaridaki igerik maddesi munferit olarak, aktif ajanin bir miktarina sahip olan
bir ampul veya bir tek dozluk paket icinde sizdirmaz hale getirme ile elde edilen bir kap
icine dahil edilen liyofilize edilmis pudranin veya bir anhidrdz konsantrenin herhangi biri
olarak veya bir birim dozaj formu iginde bir kangim olarak saglanir. ilag enjeksiyon ile
uygulama formunda oldugunda, bu steril farmasoétik gradda su veya salin igeren bir
enjeksiyon sisesinden uygulanabilir. ilag enjeksiyon ile uygulandiginda, steril
enjeksiyonluk suyun veya salinin bir ampull, yukarnda bahsedilen icerik maddelerinin

uygulamadan énce birbiri ile karistinldidr sekilde saglanabilir.

Mevcut bulusun farmasotik bilesimi, yalnizca mevcut bagvurunun anti-TROPZ2 antikoru-
ilag konjugatini igeren bir farmasotik bilesim veya anti-TROP2 antikoru-ilag konjugati ve
konjugat disinda en az bir kanser tedavi etme ajani igeren bir farmasétik bilesim
olabilir. Mevcut bulusun anti-TROPZ2 antikoru-ilag konjugati bagka kanser tedavi etme
ajani ile uygulanabilir. Anti-kanser etki bu dogrultuda gic¢lendirilebilir. Bu tarz amacg igin
kullanilan bir baska anti-kanser ajani bir bireye antikor-ila¢ konjugati ile es-zamanh
olarak, antikor-ila¢ konjugatindan ayn olarak veya antikor-ilagc konjugatini takiben

uygulanabilir ve bu her biri icin uygulama araligini ¢esitlendirerek uygulanabilir. Kanser
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tedavi etme ajaninin drnekleri, abraksani, paklitakseli, sisplatini, gemsitabini,
irinotekan  (CPT-11), paklitakseli, pemetreksedi, sorafenibi, vinarelbini, WO
2003/038043 Numarali Uluslararas) Yayin'da tarif edilen ilaglan, LH-RH analoglarini
(16prorelini, goserelini veya benzerlerini), estramustin fosfati, Gstrojen antagonistini
(tamoksifeni, raloksifeni veya benzerlerini) ve bir aromataz inhibitérind (anastrozolu,
letrozolil, eksemestani veya benzerlerini) igerir ancak bu bir anti-timér aktiviteye sahip

olan bir ilag oldugu siirece, sinirlandiriimaz.

Farmasotik bilegim, arzu edilen bilesime ve gerekli olan saflia sahip olan bir
formdlasyon olarak bir liyofilizasyon formilasyonu veya bir sivi formilasyon halinde
formule edilebilir. Bir liyofilizasyon formulasyonu olarak formule edildiginde, bu teknikte
kullanilan uygun formilasyon katki maddeleri iceren bir formilasyon olabilir. Ayrica, bir
sivi formdlasyon igin, bu teknikte kullanilan gesitli formulasyon katki maddeleri iceren

bir sivi formiilasyon olarak da formile edilebilir.

Farmasotik bilesimin bilesimi ve konsantrasyonu uygulama ydntemine gore cesitlilik
gosterebilir. Bununla birlikte, meveut bulugun farmasdétik bilegsimine dahil edilen anti-
TROP2 antikoru-ilag konjugati, antikor-ila¢ konjugati bir antijen icin daha yiksek
afiniteye, yani, antijen icin aynlma sabiti (yani, Kd degeri) agisindan daha yuksek
afiniteye (= daha disik Kd deferine), sahip oldudunda, bir kiigik dozajda bile
farmasotik etki gdsterebilir. Boylelikle, antikor-ilag konjugatinin dozajini belirlemek igin,
dozaj antikor-ilag konjugati ve antijen arasindaki afinite ile ilgili olan bir durum bakis
agisiyla belirlenebilir. Mevcut bulugun antikor-ilag konjugati bir insana uygulandiginda,
ornedin, yaklasik 0,001 ila 100 mg/kg bir kere uygulanabilir veya 1 ila 180 giin boyunca

bir kerelik bir aralik ile bir ka¢ kere uygulanabilir.

Ornekler

Mevcut bulus spesifik olarak asagida gdsterilen Ornekler bakis agisiyla tarif edilir.
Bununla birlikte, mevcut bulus bunlarla sinirlandirimaz. ilaveten, bu hi¢ bir suretle bir
sinilandinimig sekilde yorumlanmaz. llaveten, spesifik olarak aksi ifade edilmedikge,
spesifikasyonda tarif edilen reaktif, ¢cdzlch ve baslangic materyali bir ticari tedarik¢iden

kolaylikla elde edilebilir.

[Ornek 1: Farenin immiinizasyonu ve hibridomun elde edilmesi]
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1-1) Fare immiinizasyonunda kullanilacak olan hiicrenin preparasyonu

5 x 10° NCI-H322 hiicresi (insan kdgiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti,
ATCC CRL-5806; ATCC: Amerikan Tipi Kultir Koleksiyonu) 5 glin boyunca bir RPMI-
1640 {Roswell Park Memorial Institute-1640) vasati (10 ml) iginde kdiltidenmigtir,
akabinde geri-kazanilmistir, PBS (fosfat-tamponlu salin) ile iki kere yikanmistir ve PBS

(500 ul) icinde yeniden-siispanse edilmistir.

1-2) Farenin immiinizasyonu

Birinci immdinizasyon igin, her bir BALB/c faresi (6 haftalik) NCI-H322 hicreleri (1 x 107
hicre) ile intraperitoneal olarak immunize edilmistir. ikinci ile besinci immunizasyonlar
icin, fare 1-haftalik araliklarla 1 x 10° NCI-H322 hiicresi ile intraperitoneal olarak
immunize edilmistir. Altinci {son) immdnizasyon igin, fare kuyruk veni vasitasiyla ve her
bir yol i¢in 1 x 10° hiicre/200 pl PBS'de NCI-H322 hiicreleri ile intraperitoneal olarak
immunize edilmigtir. Dalak hicreleri nihai imminizasyonan 3 gin sonra kesip

¢cikarimigtir.

1-3) Immiinize edilmis farenin dalak hiicresinin preparasyonu

immiinize edilmis farenin dalag: kesip gikanimistir, akabinde 6gitiimistir ve bir RPMI
1640 %10 FBS (fetal bovin serumu){+) vasatl igcinde suspanse edilmigtir. Hicre
sispansiyonu bir hiicre siizgecinden {100 pm, BD Falcon) gecirilmistir ve akabinde oda
sicakhginda 5 dakika boyunca 1500 rpm'de sentrifij edilmigtir ve supernatant
dékdlmistir. Bir Tris-NH4Cl ¢ozeltisi (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, %0,83 NH4CI; 10 mL)
rezidlye eklenmistir, bunu oda sicakliginda 5 dakika boyunca muamele izlemistir. Bir
RPMI 1640 FBS(+) vasati (10 ml) hicre slspansiyonuna eklenmistir ve kansim bir
hiicre slizgecinden gegiriimistir ve akabinde oda sicaklijinda 5 dakika boyunca 1500
rpm'de sentrifij edilmistir. Stpernatant dékialmiistlir ve dalak hiicreleri bir RPMI 1640

FBS(-) vasati (10 ml) iginde yeniden-siispanse edilmistir.

1-4) Miyelom hiicresinin preparasyonu
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P3U1 hicreleri (fare miyelom hiicre hattl) geri-kazanilmigtir ve oda sicakhdinda 5
dakika boyunca 1500 rpm'de sentrifj edilmistir. bir EDTA (%0,02) ¢dzeltisi (10 ml)
P3U1 hicrelerine eklenmistir, bunu 37°C'de 5 dakika hoyunca muamele izlemigtir.
P3U1 hiicre suspansiyonu oda sicakhdinda 5 dakika boyunca 1500 rpm'de sentrif(j
edilmigtir. SUpernatant dékulmustlr ve bir RPMI 1640 FBS(-) vasati (10 ml) i¢inde

yeniden-slispanse edilmigtir.

1-5) Hiicre fiizyonu

Dalak hicreleri ve miyelom hicreleri 5:1 olan bir oranda kanstinlmistir ve sentrif(j
edilmistir (1200 rpm, 5 dakika). Cdkeltiimig fraksiyonda elde edilen hacreler iyice
kabartiimistir ve akabinde kademeli olarak polietilen glikol-4000 {PEG-4000; 1 mL)
karistirarak yaklasik 1 dakika boyunca buna eklenmistir. Akabinde, bir RPMI vasati (1
mL) 1 dakikalik aralik ile bir kag kere hiicre igeren siviya eklenmistir ve bir RPMI vasat)
akabinde 50 mL'lik toplam miktan ayarlamak igin buna eklenmistir. Hicre
slispansiyonu sentrifilj edilmistir {900 rpm, 5 dakika) ve g¢okeltilmis fraksiyonda elde
edilen hicreler hafif bir derecede kabartiimigtir ve akabinde nazik bir sekilde bir HAT
vasatl (%10 fetal bovin serumu ve HAT Vasatl Takviyesi ile takviye edilmis RPMI 1640
vasati; 100 mL) iginde suspanse edilmistir. Suspansiyon kaltlr igin bir 96-kuyucuklu
plakaya 200 uplL/kuyucuk olacak sekilde dagitiimistir ve 37°Clik bir %5'lk CO;

inklbatori icinde %50'lik konflliansa kadar kiltlirlenmistir.

1-6) Hibridomun varyant adenovirlis FZ33 kullanilarak taranmasi

NCI-H322 hucreleri bir 96-kuyucuklu plakaya 5 x 10° hicre/kuyucuk olacak sekilde
ekilmigtir ve 37°C'de 48 saat boyunca kulturenmigtir. Hicreler 150 pl/kuyucuk PBS ile
iki kere yikanmistir ve her bir hibridom kiltir supernatanti (50 pl) her bir kuyucuga
eklenmistir ve 4°C'de 1 saat boyunca reaksiyona sokulmustur. Hiicreler 150 pl/kuyucuk
PBS ile iki kere yikanmigtir. Bir adenovirlis AX3CAZ3-FZ33 (bir antikoru baglamasi
amaciyla Z33 lifi ile modifive edilmis B-galakiosidaz-eksprese eden adenagvirils
(bakiniz, 2012/0237518 Numarali ABD Patent Bagvuru Yayini)) bir RPMI1640(-) vasati
ile 3 x 108 vp/100 pl (1 x 10% vp/hiicre) olan bir konsantrasyona seyreltilmistir ve 100
Hlfkuyucuk olacak sekilde buna eklenmistir. 4°C'de 1 saat boyunca reaksiyondan
sonra, hucreler 150 plilkuyucuk PBS ile iki kere yikanmigtir. Bir RPMI1640 FBS(+)

vasatl 100 pl/kuyucuk olacak sekilde buna eklenmisgtir ve hiicreler 37°C'de 24 saat
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boyunca kiltirlenmistir. Galacto-Light Plus Reporter Gene Assay System (Applied
Biosystems, Inc.) kullanilarak B-Gal raportor gen analizi ile muamele edilmis olan NCI-
H322 hicreleri 200 pl/kuyucuk PBS ile yikanmisgtir. Lysis Solution 50 plfkuyucuk olacak
sekilde buna eklenmisgtir ve karigim oda sicakliginda 10 dakika boyunca birakilmigtir.
Bu hicre lizati (10 pL) Galacton-Plus Galacto Reaction Buffer Diluent ile 100-kat
seyreltiimigtir, akabinde bir Beyaz mikro-kuyucuklu SH 96 kuyucuklu plakaya
(Nunc/Thermo Fisher Scientific, Inc.) eklenmistir ve oda sicakhginda 1 saat boyunca
reaksiyona sokulmustur. Accelerator Il, 150 pl/kuyucuk olacak sekilde buna eklenmistir.
Kemiliminesans bir ¢oklu-etiket sayici Wallac 1420 ARVOsx (PerkinElmer, Inc.)
kullanilarak 5 saniye boyunca odlclUlmistir ve NCI-H322 hiicrelerinde virlistin enfektif
dozu RLU (liminesansin miktan) olarak her bir saniye icin ortalama deger ile
gosterilmistir. Bu sekilde gerceklestirilen hibridom grubunun taranmasinda, élgim
degeri {RLU) 5000 RLU veya daha ylksek olan bir klon tim gruptan segilmigtir
(minimum: 1383 RLU, ortalama: 10914 RLU, maksimum: 78746 RLU). ilk olarak,
primer tarama olarak, 81 pozitif kuyucuk bir hiicre fliizyonu ile elde edilen 960 hibridom
kuyucugundan secilmistir. Validasyon taramasi olarak, analiz ilaveten primer
taramadaki ile ayni yaklasim ile iki kopya halinde gerceklestiriimistir. Testlerin her
ikisinde de 5000 RLU veya daha ylksek olan bir élcim dederi gbstermis olan bir
kuyucuk pozitif olarak addedildiginde, 52 pozitif kuyucuk primer taramada elde edilen
81 kuyucuktan segilmistir. Secilmis klonlar 44 monoklonal hibridem hiicre hatt

olusturmak icin 2 ila 4 kere alt-klonlanmistir.

[Ornek 2: Antikorun hibridomdan saflagtirnimasi]

Pristan (2,6,10,14-tetrametilpentadekan; 0,5 ml) pesin olarak her bir 8- ila 10-haftahk
fareye veya c¢iplak fareye intraperitoneal olarak uygulanmigtir, bu akabinde 2 hafta
boyunca ylkseltimisti. Omek 1'de elde edilen her bir monoklonal antikor-Ureten
hibridom fareye intraperitoneal olarak enjekte edilmigti. 10 ila 21 gln sonra,
hibridomun assitik kanserasyona neden olmasina izin verilmigtir ve assitler akabinde
toplanmigtir. Elde edilen assitler katt maddeyi uzaklastirmak igin sentrifilj edilmistir.
Akabinde, antikorlar %40 ila 50 amonyum sulfat ile tuzla ¢okeltme, bir kaprilik asit
¢Okeltme ydntemi, bir DEAE-Sefaroz kolonu ve bir protein G kolonu ile saflastirilmistir
ve IgG veya IgM fraksiyonlan toplanmistir ve saflagtirlmis monoklonal antikorlar olarak

kullanilmistir.
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[Ormek 3: Hibridom tarafindan iiretilen antikorun bagladigi antijenin

tamimlanmasi]

Bir antijen TINA1, Ornek 2'de hazirlanan hibridom tarafindan (retilen bir antikor, icin

tanimlanmistir,

3-1) Biyotin ile etiketlenmis huicre yuzeyi proteininin TINA1 antikoru kullanilarak

immiino-¢okeltilmesi

5 x 10% NCI-H322 hiicresi geri-kazanilmistir ve PBS ile i¢ kere yikanmigtir. EZ-Link
Sulfo-NHS-Biotin  (Pierce/Thermo  Fisher Scientific, Inc.) 0,1 mg/ml olan bir
konsantrasyonda PBS iginde slspanse edilmigtir. NCI-H322 hucreleri biyotin/PBS
¢ozeltisi icinde oda sicaklidinda 30 dakika boyunca déndiriimustir, akabinde 100 mM
glisin/PBS ¢ozeltisi (25 ml) ile iki kere yikanmistir ve akabinde PBS (25 ml) ile (i¢ kere
yikanmistir. Bu sekilde yikanmis hicreler bir lizis tamponu (150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl pH, 7,6, %1 NP-40 + Proteaz inhibitérii, 1 tablet/50 ml Tam EDTA icermeyen
(Hoffmann-La Roche Ltd.); 2 ml) igcinde yeniden-sispanse edilmistir ve bunlara 4°C'de
30 dakika boyunca muamele edilmistir. Bir Protein G Sefarozu (Protein G Sepharose 4
Fast Flow (GE Healthcare Japan Corporation)) tamponunu bir lizis tamponu ile
dedistirme ile elde edilen Protein G Sefaroz/lizis tamponu {%50 bulamag; 30 ul) hiicre
lizatina eklenmistir ve karisim 4°C'de 1 saat boyunca dondiirilmdstiir ve akabinde bir
stpernatanti geri-kazanmak igin 4°C'de 5 dakika boyunca sentrifij edilmigtir. TINA1
antikoru (3 pg) supernatanta eklenmistir ve karigim 4°C'de 1 saat boyunca
dondurtlmustir. Akabinde, Protein G Sefaroz/lizis tamponu (%50 bulamag; 60 pl) buna
eklenmigtir ve karisim 4°C'de 2 saat boyunca dondurdlmustir. Protein G Sefaroz bir
lizis tamponu (1 ml) ile alti kere yikanmistir ve akabinde 1 x SDS érnek tamponu/%5 2-
ME (2-merkaptoetanol) tamponu (62,5 mM Tris-HCI (25°C'de pH 6,8), (ag/hacim) %2
SDS, %10 gliserol ve {ag/hacim) %0,01 fenol kirmizisi) iginde yeniden-siispanse
edilmistir. Slspansiyona 100°C'de 5 dakika boyunca muamele edilmistir ve ¢ozelti
akabinde geri-kazanilmistir ve SDS-PAGE (poliakrilamid jel elektroforezi) igin bir drnek

olarak kullaniimigtir.

3-2) SDS-PAGE ve Western blotlama
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3-1)'de hazirlanan SDS-PAGE 6rnedi Ready Gels J %5-20 (Bio-Rad Laboratories, Inc.)
kullanillarak 20 mA'de elektrofore edilmistir ve akabinde jelden membrana €1
mA/cm?de blotlanmigtir. Membran PBS-T {PBS{-)-%0,05 Tween 20) ile 5 dakika
boyunca yikanmistir ve akabinde 1 saat boyunca bloke edilmistir. Membran PBS-T ile
5 dakika boyunca ¢ kere yikanmistir ve akabinde Streptavidin-yaban turpu peroksidaz
konjugati (Amersham Biosciences Corp.; kullanim igin PBS-T ile 2000-kat seyreltiimis)
ile 1 saat boyunca reaksiyona sokulmustur. Membran PBS-T ile 10 dakika boyunca
dort kere yikanmistir ve akabinde bir hedef bant ECL Western blotlama saptama
reaktifleri (Amersham Biosciences Corp.) ve Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences
Corp.) kullanilarak saptanmistir. Ornek 3-1Yin prosediirleri ile biyotin ile etiketlenmis
NCI-H322 hdcreleri antijeninin TROP2 oldugu halihazirda kuitle spektrometrisi ile
bulunmus olan bir KCI7A3 antikoru veya TINA1 antikoru ile immiino-¢ékeltmeye tabi
tutulmustur ve elde edilen immuno-gdkeltilmis Grdnler DTT varliinda veya yoklugunda
SDS-PAGE ve Western blotlama ile analiz edilmistir. KCI7A3 antikorunun veya TINA1
antikorunun kullanmildi§i her bir durumda, DTT yoklugunda bir bant 46 kDa'luk hir
molekller agihkta saptanmistir ve DTT ile takviye edilmis omeklerde bir bant 37

kDa'luk bir molekller agirlikta saptanmistir.

3-3) FACS analizi

TINA1 antikorunun antijeninin TROPZ2 oldudu bant paterninden tahmin edildiginden,
cDNA'nin gen transferi ile asin-ekspresyon analizi kitle spektrometrisi olmadan
gerceklegtiriimistir.  FACS analizinin bir sonucu olarak, TINA1 antikoru insan
TROPZ2'sini eksprese eden CHOK1 hucrelerinde bir glcli pozitif yanit gdstermistir, bu
TINA1 antikorunun antijeninin TROPZ2 oldugunu gobsterir. Benzer FACS analizi, bir
akciger kanseri hucre hatti PC14, bir akciger kanseri hucre hattt NCI-H322, bir akciger
kanseri hicre hatti NCI-H2122, bir akciger kanseri hucre hattt LCAM1, bir akciger
kanseri hicre hattt LC2/ad, bir pankreatik kanser hiicresi hatti MIAPaCa2, bir
pankreatik kanser hiicresi hatti PK-1, bir prostat kanseri hiicre hatti PC3, bir kolorektal
kanser hiicresi hattit HCT116, bir melanom hicre hatti A375, bir ovaryan kanser
hiicresi hatti SKOV3, bir hematopoietik timor hlcresi hatti RPMI8226, bir
hematopoietik timér hicresi hatti K562, PBMC (insan periferik kan monontkleer
hicreleri) ve insan plateleti kullanmilarak gergeklestiriimistir. incelenen akciger kanseri

hucre hatlanmin timi TROP2-pozitifitir ve akciger kanseri icin olanlar disindaki hicre
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hatlar gibi PC3, PK1 ve SKOV3 pozitiftir. Diger taraftan, normal kan hiicrelerinin tima

negatiftir.

[Ornek 4: Antikor igsellestirme aktivitesinin dlgiimii]

4-1) Antikor i¢sellestirme aktivitesi degerlendirme sistemi

Bir rekombinant flizyon proteini DT3C, bir antikorun icsellestirme aktivitesini ve
immunotoksin aktivitesini 6lgmek amaciyla uretilmistir. Bu DT3C, difteri toksininin {DT)
bir katalitik alanina ve protein G'nin (¢ antikor-badlama bdlgesine sahip olan bir
proteindir. DT3C spesifik clarak bir antikorun bir Fe kismini baglar, kararhdir ve
hicrelere alindidinda protein sentezini inhibe etme ile hicre dliminu indikler. Bu
sistemin kullaniimasi ile, antikorun igsellestirme aktivitesi ve immdnotoksin tarafindan
bunun sitosidal etkisi ayni zamanda gdzlemlenebilir (Yamaguchi, M., Hamada, H. et al.,
Biochemical and Biophysical Research Communications 454 (2014) 600-603).

4-2) igsellestirme aktivitesinin ve immiinotoksin aktivitesinin DT3C kullanilarak

degerlendirilmesi

4 pg/mL DT3C bir 96-kuyucukiu plakaya 25 plL/kuyucuk olacak sekilde eklenmigtir,
ilaveten Omek 1'in ydntemi veya buna es-deger olan bir yontem ile elde edilen 11
hibridomun kiltiir sipematantlannin her biri plakaya 25 uL/kuyucuk olacak sekilde
eklenmigtir ve plaka oda sicakhginda 30 dakika boyunca inkibe edilmigtir. TINA1
antikoru-treten hibridom disindaki hibridomlar tarafindan Gretilen antikorlar tarafindan
taninan antijenlerin pesin olarak CD9, CD46, CD55, CD59, CD71, CD73, CD147,
CD276, EpCAM veya EGFR oldugu konfirme edilmistir. NCI-H322 hicrelerinin 2 x 10*
hacre/mL’si (%20 Disik IgG FBS ile takviye edilmis RPMI1640 vasati) 50 uL/kuyucuk
olacak sekilde buna ekilmistir. Oda sicakhdinda 30 dakika boyunca inkiibasyondan
sonra, hucreler 37°C'lik bir CO: inklbatori icinde 3 giln boyunca kiltiirlenmigtir.
Kiltirden sonra, slpernatant uzaklastinlmistir ve %10 WST-%10FBS-RPMI1640
plakaya 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklenmigtir. 37°C'lik bir CO2 inkGbatéril icinde 1
saat boyunca inkiibasyondan sonra, canh hicrelerin sayisi bir mikro-plaka okuyucu
(ODuso ila OBDe4o, infinite 200, Tecan Trading AG) kullanilarak al¢ulmastir.

Degerlendirilen hibridom hicrelerinin kiltar supernatantlan arasinda, CD59'a, CD71'e,
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EGFR'ye, EpCAM'a veya TROPZ2'ye karsl antikorlarin gicli icsellestirme aktivitesine

ve immunotoksin aktivitesine sahip oldugu konfirme edilmistir (Sekil 10).

4-3) CD59'a, CD71'e, EGFR'ye, EpCAM'a veya TROP2'ye karsi antikorlar arasinda

i¢sellestirme aktivitesindeki ve immiinotoksin aktivitesindeki farkhhik

DT3C'nin her bir seyrellilmis gozeltisi (0, 0,004, 0,04, 0,4, 4 veya 40 ug/mL) bir 96-
kuyucuklu plakaya 25 puL/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir, akabinde her bir antikor
(40 pg/mL) plakaya 25 pL/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir ve plaka oda sicakliginda
30 dakika boyunca inkibe edilmigtir. llaveten, NCI-H322 hiicrelerinin 2 x 104
hacre/mL'si (%20 Dugsuk 1gG FBS ile takviye edilmis RPMI1640 vasati) 50 pL/kuyucuk
olacak sekilde buna ekilmistir. Oda sicaklifinda 30 dakika boyunca inklibasyondan
sonra, hlcreler 37°C'lik bir CO; inkubatdorh icinde 3 gln boyunca kdltUrlenmigstir.
Kdiltirden sonra, slpernatant uzaklastinlmistir ve %10 WST-%10FBS-RPMI1640
plakaya 100 uL/kuyucuk olacak sekilde eklenmistir. 37°C'lik bir CO inklbatdri iginde 1
saat boyunca inkiibasyondan sonra, canh hicrelerin sayisi bir mikro-plaka okuyucu
(ODa4sg ila ODg40) kullanilarak dlgiimistir. Degerlendirilen antikorlar arasina, TINA1,
TROP2'yve karsi bir antikor, en glgli igsellegtirme aktivitesine ve immidnotoksin

aktivitesine sahiptir (Sekil 11).

4-4) Anti-TROP2 antikorunun klonlar arasinda i¢sellestirme aktivitesindeki ve

immiinotoksin aktivitesindeki farklihk

Ornek 1'in yéntemi veya buna es-deger olan bir yéntem ile elde edilen anti-TROP2
antikorlar1 TINA1 (immunojen: akciger kanser hatti NCI-H322), KCL7A3 ve KCL2D6
(immunojen: pankreatik kanser hucresi hattt KCL-MOH1), PriE11 ve Pr8H10
(immanojen: prostat kanseri hlcre hatti Pc-1) ve NY16 wve NY17 (immdnojen:
pankreatik kanser hiicresi hatti PK-1) ve piyasada satlan 77220 (R&D Systems Inc.)
Ornek 4-3)teki ile ayni sekilde bunlarin igsellestirme aktivitesi ve immiinotoksin
aktivitesi icin degerlendiriimistir. Sonug olarak, 8 anti-TROP2 antikoru arasindan,

TINA1 antikoru en gugli aktiviteye sahiptir ($ekil 12).

[Ormek 5: TINA1 antikoru geninin degisken bdlgesini-sifreleyen cDNA'sinin
nukleotid dizisinin belirlenmesi ve kimerik TINA1 (bundan sonra, cTINA1 olarak

ifade edilir) antikorunun Uretilmesi]
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5-1) TINA1 antikoru geninin degisken bélgesini-gifreleyen cDNA'sinin niikleotid

dizisinin belirlenmesi

5-1-1) TINA1 antikoru-iireten hibridlomdan mRNA'nin preparasyonu

TINA1 antikorunun degisken bolgelerini sifreleyen cDNA'larn g¢ogaltmak igin, mRNA
TINA1 antikoru-lireten hibridomdan mRNA Isolation kit (Roche Applied Science)

kullanilarak hazirlanmistir.

5-1-2) cDNA'nin (5'-RACE-Ready cDNA) Sentezi

cDNA (5-RACE-Ready cDNA) 5-1-1)de hazirlanan mRNA (100 ng) ve SMARTer

RACE c¢DNA Amplification Kit (Clontech Laboratories, Inc.) kullanilarak sentezlenmistir.

5-1-3) TINA1 antikorunun agir zincir degisken bdélgesini sifreleyen cDNA'nin 5'-

RACE PCR ile ¢gogaltilmasi ve dizinin belirlenmesi

UPM (Universal Primer A Mix: SMARTer RACE cDNA Amplification Kit'e dahil
edilmistir) ve 5-AGAGTTCCAGGTCAAGGTCACTGGCTCAGG-3' (SEQ ID NO: 33:
primer mG2aVR2) olan bir diziye sahip olan bir oligonikleotid adir zincir geninin
degisken bolge cDNA'sini PCR ile g¢odaltmak igin primerler olarak kullanimistir.
SMARTer RACE cDNA Amplification Kit'e (Clontech Laboratories, Inc.) dahil edilen
UPM kullanilimistir ve mG2aVR2 bir veri tabaninda bir fare adir zincir (IgG2a) sabit

bdlgesinin dizisinden tasarlanmigtir.

TINA1 antikorunun agir zincir degisken boélgesini sifreleyen cDNA bu primer seti ve bir
sablon olarak Ornek 5-1-2)de sentezlenen cDNA (5'-RACE-Ready cDNA) kullanilarak
5'-RACE PCR ile gogaltimistir. Bu PCR, polimeraz olarak KOD-plus (Toyobo Co., Ltd.)
kullanilarak touchdown PCR programinda SMARTer RACE ¢cDNA Amplification Kit'inin

(Clontech Laboratories, Inc.) manieline gore gergeklestirilmigtir.

5-RACE PCR ile ¢ogaltimis agir zincir degisken bdlgesini-sifreleyen ¢cDNA MinElute
PCR Purification Kit (QIAGEN N.V.) kullanilarak saflagtirlmistir ve akabinde Zero Blunt
TOPQO PCR Cloning Kit (Invitrogen Corp.) kullanilarak klanlanmigtir. Klonlannig agir
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zincir degisken bdlgesini-gifreleyen cDNA'nin nulkleotid dizisi dizileme ile analiz
edilmistir. Kullanmlan dizileme primerleri bir veri tabaninda bir fare adir zincir sabit
bdlgesinin dizisinden tasarlanan yukanda tarif edilen primer mG2aVR2'dir ve NUP'dir
(Nested Universal Primer A: SMARTer RACE cDNA Amplification Kit'e dahil edilmistir).

Dizileme analizi hir gen dizisi analiz aparati ("ABI PRISM 3700 DNA Analyzer" veya
"Applied Biosystems 3730xI Analyzer", Applied Biosystems, Inc.) kullanilarak
gerceklestiriimistir ve dizileme reaksiyonu Gene Amp 9700'0 (Applied Biosystems, Inc.)

kullanmisti.

TINA1 antikorunun agir zincir degisken bdlgesini sifreleyen c¢cDNA'nin  belirlenmig
nukleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 1'inde gosterilir ve bu yolla sifrelenen amino
asit dizisi SEQ ID NO: 2'de gosterilir.

5-1-4) TINA1 antikorunun hafif zincir degisken bolgesini sifreleyen cDNA'nin 5'-

RACE PCR ile gogaltilmasi ve dizinin belirlenmesi

UPM (Universal Primer A Mix: SMARTer RACE cDNA Amplification Kit'e dahil
edilmistir) ve 5-AGTCCAACTGTTCAGGACGCCATTTTGTCG-3' (SEQ ID NO: 34:
primer mKVR2) olan bir diziye sahip olan bir oligonikleotid hafif zincir geninin degisken
bolge cDNA'sini PCR ile gogaltmak igin primerler olarak kullaniimistir. SMARTer RACE
cDNA Amplification Kit'e (Clontech Laboratories, Inc.) dahil edilen UPM kullanilimigtir
ve mKVR2 bir veri tabaninda bir fare hafif zincir (IgG2a) sabit bolgesinin dizisinden

tasarlanmigtir.

TINA1 antikarunun hafif zincir degisken bolgesini sifreleyen cDNA bu primer seti ve bir
sablon olarak Ornek 5-1-2)de sentezlenen cDNA (5'-RACE-Ready cDNA) kullanilarak
5'-RACE PCR ile gogaltdmistir. Bu PCR, polimeraz olarak KOD-plus- (Toyobo Co.,
Ltd.) kullanilarak touchdown PCR programinda SMARTer RACE cDNA Amplification

Kit'inin (Clontech Laboratories, Inc.) manueline gore gergeklestirilmistir.

5-RACE PCR ile ¢ogaltiimis hafif zincir degisken bdélgesini-gifreleyen cDNA MinElute
PCR Purification Kit (QIAGEN N.V.) kullanilarak saflagtirlmistir ve akabinde Zero Blunt
TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen Corp.) kullanilarak klonlanmigtir. Klonlanmig hafif
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zincir degisken bdlgesini-gifreleyen cDNA'nin nulkleotid dizisi dizileme ile analiz

edilmistir.

Kullanilan dizileme primerleri bir veri tabaninda bir fare hafif zincir sabit bélgesinin

dizisinden tasarlanan yukarida tarif edilen primer mKVR2'dir ve NUP'dir.

Dizileme analizi ve dizileme reaksiyonu yukarida tarif edilen aparati kullanmistir.

TINA1 antikorunun hafif zincir degisken bolgesini sifreleyen cDNA'nin belirlenmig
nukleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 3'Unde gosterilir ve bu yolla sifrelenen
amino asit dizisi SEQ |D NO: 4'te gosterilir.

5-2) cTINA1 antikorunun saflagtiriimasi

5-2-1) Kimerik ve beserilestirilmis antikor hafif zincir ekspresyon vektoru pCMA-

LK'nin yapiimasi

Bir plazmidi pcDNA3.3-TOPO/LacZ (Invitrogen Corp.) restriksiyon enzimleri Xbal ve
Pmel ile sindirme ile elde edilen yaklagik 5,4 kb'lik bir fragman ve SEQ ID NO: 5'te
gosterilen bir insan kK zinciri salgilama sinyalini ve bir insan k zinciri sahit bolgesini
sifreleyen bir DNA dizisi igeren bir DNA fragmani pcDNA3.3/LK'yl Uretmek igin In-
Fusion Advantage PCR cloning kit (Clontech Laboratories, Inc.) kullanilarak

baglanmustir.

pcDNAS.3/LK asagida tarif edilen bir primer seti kullanilan PCR'da bir gsablon olarak
kullamimigtir. Elde edilen yaklasik 3,8 kb'lik fragman fosforile edilmistir ve akabinde
CMV promotorune downstream olan bir sinyal dizisine, bir klonlama yerine ve insan k
zinciri sabit bélge genine sahip olan bir kimerik ve beserilestirilmis antikor hafif zincir

ekspresyon vektdri pCMA-LK yapmak igin kendi kendine baglanmistir.

Primer seti
5'-tataccgtcgacctcetagctagagettgge-3' (SEQ ID NQO: 35: primer 3.3-F1)
5'-gctatggcagggcectgeegecccgacgttg-3' (SEQ 1D NO: 36: primer 3.3-R1)
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5-2-2) Kimerik ve besgerilestirilmis antikor IgG1-tipi agir zincir ekspresyon vektorii

pCMA-G1'in yapilmasi

Xbal ve Pmel ile sindirim ile bir insan k zinciri salgilama sinyalini ve bir insan k zinciri
sabit bolgesini sifreleyen DNA dizisinden yoksun olan pCMA-LK'nin bir DNA fragmani
ve SEQ ID NO: 6'da gdsterilen bir insan agir zincir sinyal dizisinin ve bir insan 1gG1
sabit bolgesinin amino asitlerini sifreleyen bir DNA dizisi iceren bir DNA fragmani, CMV
promotoriine downstream olan bir sinyal dizisine, bir klonlama yerine ve insan IgG1
agir zincir sabit bdlgesine sahip olan bir kimerik ve beserilestiriimis antikor IgG1-tipi
agir zincir ekspresyon vektéri pCMA-G1'i yapmak i¢in In-Fusion Advantage PCR

cloning kit (Clontech Laboratories, Inc.) kullanilarak baglanmistir.

5-2-3) ¢cTINA1 antikoru agir zincir ekspresyon vektériinin yapilmasi

TINA1 antikorunun agir zincir degisken bdlgesini sifreleyen cDNA'y1 igeren bir DNA
fragman, bir sablon olarak Omek 5-1-3)'te elde edilen agdir zincir degisken bdlgesini-
sifreleyen cDNA, KOD-Plus- (Toyobo Co., Ltd.) ve asagida tarif edilen bir primer seti
kullanilarak gogaltiimistir ve bir cTINA1 antikoru agir zincir ekspresyon vektdri yapmak
igin In-Fusion HD PCR klonlama kiti (Clontech Laboratories, Inc.) kullanilarak kimerik
ve beserilestirilimis IgG1-tipi agir zincir ekspresyon vektori pCMA-G1'in bir restriksiyon
enzimi Blpl ile yanlmis yerine yerlestirimistir. Elde edilen ekspresyon vektorl "pCMA-
G1/cTINA1" olarak gosterilmistir. cTINA1 antikoru adir zincirinin nikleotid dizisi SEQ 1D
NO: 7'de gdsterilir ve bu yolla sifrelenen amino asit dizisi SEQ |D NO: 8'de gdsterilir.
SEQ ID NO: 7'nin nikleotid dizisi ve SEQ ID NO: 8'in amino asit dizisi ayrica Sekil 1'de

de tarif edilir.

CcTINA1 antikoru adir zinciri igin primer seti
5'-CCAGATGGGTGCTGAGCCAGATCCAGTTGGTGCAGTCTGGACCTGAG-3' (SEQ
ID NO: 37: primer TINATH-F)
5-CTTGGTGGAGGCTGAGCTGACGGTGACCGCGGTCCCTGCGCCCCAGAC-3

(SEQ ID NO: 38: primer TINATH-R)

5-2-4) cTINA1 antikoru hafif zincir ekspresyon vektoruniin yapilmasi
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TINA1 antikorunun hafif zincir dedisken bdlgesini sifreleyen cDNA'y1 iceren hir DNA
fragmani, bir sablon olarak Ornek 5-1-4)'te elde edilen hafif zincir degisken bélgesini-
sifreleyen cDNA, KOD-Plus- (Toyoho Co., Lid.) ve asagida tarif edilen bir primer seti
kullanilarak c¢ogaltiimistir ve bir ¢TINA1 antikoru hafif zincir ekspresyon vektérl
yapmak igin In-Fusion HD PCR klonlama kiti {Clontech Laboratories, Inc.) kullanilarak
kimerik ve beserilestiriimis antikor hafif zincir ekspresyon genel-amagh vektérii pCMA-
LK'nin bir restriksiyon enzimi BsiWI ile yanlimis yerine yerlestiriimistir. Elde edilen
ekspresyon vektdrll "pCMA-LK/cTINA1" olarak gésterilmistir. cTINA1 antikoru hafif
zincirinin nukleotid dizisi SEQ ID NO: 9'da gosterilir ve bu yolla sifrelenen amino asit
dizisi SEQ ID NO: 10'da g6sterilir. SEQ ID NO: 9'un nukleotid dizisi ve SEQ ID NO:

10'un amino asit dizisi ayrica Sekil 2'de de tarif edilir.

cTINA1 antikoru hafif zinciri igin primer seti

S-ATCTCCGGCGCGTACGGCGACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATTC-3' (SEQ
ID NO: 39: primer TINA1L-F)
5'-GGAGGGGGCGGCCACAGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCCAGC-3' (SEQ ID
NO: 40: primer TINA1L-R)

5-2-5) cTINA1 antikorunun kii¢iik-6l¢ekte tretimi

FreeStyle 293F hdcreleri (Invitrogen Corp.) maniele gdre alt-klltirlenmistir ve

kaltarlenmigtir.

Logaritmik biyime fazindaki 1 x 10" FreeStyle 293F hicresi (Invitrogen Corp.) bir
FreeStyle 293 ekspresyon vasati (Invitrogen Corp.) ile 9,6 ml've seyreltiimistir,
akabinde bir 30 mL'lik Square Storage Bottle (Nalgene/Thermo Fisher Scientific, Inc.)
icine ekilmigtir ve akabinde 37°C'lik bir %8'lik CO: inkiibatéri iginde 1 saat boyunca 90
rpm'de sallama ile kiltirlenmistir. Polietilenimin (Polyscience #24765; 30 ug) Opti-Pro
SFM (Invitrogen Corp.; 200 L) iginde ¢ozlndirilmustir. Akabinde, PureLink HiPure
Plasmid kit (Invitrogen Corp.) kullanilarak hazidanmig olan hafif zincir ekspresyon
vektéri (6 pg) ve adir zincir ekspresyon vektéri (4 pg) Opti-Pro SFM'ye (Invitrogen
Corp.; 200 pl) eklenmistir. Ekspresyon vektori/Opti-Pro SFM karistinimig ¢ozeltisi (200
Hl), polietilenimin/Opti-Pro SFM kansgtinlmig ¢ozeltisi (200 pl) eklenmistir ve kangim

nazik bir sekilde kanstinlmistir, 5 dakika boyunca ilaveten birakilmistir ve akabinde
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FreeStyle 293F hucreleri eklenmistir. Kaltara 37°C'lik bir %8'lik CO; inklbatdru icinde
90 rpm'de 7 gun boyunca sallama ile elde edilen bir kultur sipernatanti Minisart-Plus
filtre (Sartorius AG) vasitasiyla filtreden geciriimigtir ve degerlendirme igin bir drnek

olarak kullanilimistir.

pCMA-G1/cTINA1 ve pCMA-LK/cTINA1 kombinasyonu ile elde edilen insan kimerik
TINA1 antikoru bir "cTINA1 antikoru" olarak gosterilmistir.

[Ornek 6: Fare anti-TROP2 monoklonal antikorunun beserilestirilmis antikorunun

tasarimi]

6-1) TINA1'in besgerilestirilmig versiyonunun tasarimi

6-1-1) TINA1'in degisken bdlgesinin molekiler modellemesi

TINA1'in degisken bdlgelerinin molekiiler modellemesi teknikte homoloji modellemesi
(Methods in Enzymology, 203, 121-153 (1991)) olarak bilinen bir yontem ile
gerceklestiriimigtir. Yukarida belirlenen TINA1'in dedisken bélgeleri Protein Data
Bank'da kayitl olan insan immunoglobulin dedisken bdlgelerinin primer dizileri {X-1g1ni
kristal yapilarindan tlretilen Gg-boyutlu yapilar mevcuttur) ile karsilagtinlmistir (Nuc.
Acid Res. 35, D301-D303 (2007)). Sonug olarak, 1ZEA benzer bir sekilde bunlarin
cercevelerinde bir silinmeye sahip olan antikorlar arasinda TINA1'in agir zincir
degisken bolgesine en ylksek dizi homolojisine sahip olan biri olarak segilmigtir.
Ayrica, 31U4 de TINA1'in hafif zincir dedisken bblgesine en yilksek dizi homolojisine
sahip olan biri olarak secilmigtir. Cerceve bdlgelerinin G¢-boyutlu yapilar, TINA1'in agir
zincirine ve hafif zincirine kargihik gelen 1ZEA ve 31U4 koordinatlarini birlestirme ile bir
"cerceve modeli” olarak hazirlanmistir. Bunu takiben, her bir CDRnin tipik

konformasyonu gerceve modeline katilmistir,

Son olarak, dezavantajli interatomik temasi dahil etmemek i¢in enerji hesaplamasi,
enerji agisindan TINA1 dedisken bdlgelerinin olasi molekiler modellerini elde etmek
amaciyla gerceklestirilmistir. Bu prosedurler piyasada satilan bir protein G¢-boyutlu yapi

tahmin programi Discovery Studio (Accelrys, Inc.) kullanilarak gerceklestiriimistir.

6-1-2) Besgerilestirilmis TINA1 icin amino asit dizisinin tasarimi
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Beserilestirilmis TINA1 antikoru teknikte CDR greftleme olarak bilinen bir yontem ile
yapilmigtir (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 {1989)). Bir akseptdr antikor,
cerceve bolgelerindeki amino asitlerin homolojisine gére segilmigtir. TINA1'iIn cerceve
bolgelerinin dizileri antikor amino asit dizilerinin Kabat veri tabaninda (Nuc. Acid Res.,
29, 205-206 (2001)) kayith olan tiim insan gergevelerinin dizileri ile kargilastinlmigtir.
Sonug olarak, bir HUPR1A3 antikoru gergeve bolgelerine iliskin bunun %74'10k dizi
homolojisinden dolaylr bir akseptdr olarak secilmisti. HuPR1A3'%teki cergeve
bolgelerinin amino asit rezidileri, burada arasindaki eslesmeyen amino asitlerin
pozisyonlarini tanimlamak icin TINA1'in ¢erceve bdlgelerinin amino asit rezidileri ile
hizalanmigtir. Bu rezidulerin pozisyonlan yukarida yapilan TINAT'in G¢-boyutlu modeli
kullanilarak analiz edilmigtir. Akabinde, Akabinde, akseptdr (zerine grefte edilecek olan
dondr reziduleri Queen et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989))
tarafindan saglanan kriterlere gore secilmistir. Bu sekilde secilmis bazi dondr rezidileri
asagidaki Orneklerde tarif edildigi (izere beserilegtiriimis TINA1 dizisini yapmak igin

akseptor antikora transfer edilmistir.

6-2) TINA1 agir zincirinin beserilestirilmesi

6-2-1) hTINA1-H1-tipi agir zincir:

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 8'inde gosterilen TINA1 agir zincirine iliskin amino asit
pozisyonu 21'in {izoldsin) valin ile, amino asit pozisyonu 28'in (prolin) alanin ile, amino
asit pozisyonu 30'un (I6sin) valin ile, amino asit pozisyonu 35'in (glutamik asit) alanin
ile, amino asit pozisyonu 36’nin (treonin) serin ile, amino asit pozisyonu 38'in (arjinin)
lizin ile, amino asit pozisyonu 39'un (izoldsin) valin ile, amino asit pozisyonu 57'nin
(glutamin) arjinin ile, amino asit pozisyonu 58'in (lizin) glutamin ile, amino asit
pozisyonu 59'un (metiyonin) alanin ile, amino asit pozisyonu 62'nin (lizin) glutamin ile,
amino asit pozisyonu 65'in (lizin) glutamik asit ile, amino asit pozisyonu 67'nin (izolosin)
metiyonin ile, amino asit pozisyonu 87'nin {fenilalanin) valin ile, amino asit pozisyonu
88'in (alanin) treonin ile, amino asit pozisyonu 89'un (fenilalanin) izoldsin ile, amino asit
pozisyonu 91'in (16sin} alanin ile, amino asit pozisyonu 92'nin (glutamik asit) aspartik
asit ile, amino asit pozisyonu 95'in (alanin) treonin ile, amino asit pozisyonu 102'nin
(izoldsin) lasin ile, amino asit pozisyonu 104'Un (asparajin) serin ile, amino asit

pozisyonu 107'nin (asparajin} serin ile, amino asit pozisyonu 111'in {treonin) alanin ile,
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amino asit pozisyonu 112'nin (treonin) valin ile, amino asit pozisyonu 114'0n
(fenilalanin) tirozin ile, amino asit pozisyonu 132'nin {(alanin) glutamin ile ve amino asit
pozisyonu 135'in (alanin) 1dsin ile degigtinlmesini icerme ile tasarlanan bir

beserilestiriimis TINA1 adir zinciri bir "hTINA1-H1-tipi agir zincir" olarak gosterilmigtir.

hTINA1-H1-tipi agir zincirin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 12'sinde tarif
edilir. SEQ ID NO: 12'nin amino asit dizisinde 1 ila 19 arasindaki amino asit
rezidilerinden olusan bir dizi, 20 ila 140 arasindaki amino asit rezidlilerinden olusan bir
dizi ve 141 ila 470 arasindaki amino asit rezidlilerinden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal
dizisine, adir zincir dedisken bblgesine ve agir zincir sabit bdlgesine karsilik gelir. SEQ
ID NO: 12'nin amino asit dizisini gifreleyen nukleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NC:
11'inde tarif edilir. SEQ ID NO: 11'in nlkleotid dizisinde 1 ila 57 arasindaki
nikleotidlerden clusan bir dizi, 58 ila 420 arasindaki nUkleotidlerden olusan bir dizi ve
421 ila 1410 arasindaki nlikleotidlerden olusan hir dizi sirasiyla, sinyal dizisini, agir
zincir degisken bdlge dizisini ve adir zincir sabit bdlge dizisini sifreler. SEQ ID NO: 11'in

nikleotid dizisi ve SEQ ID NO: 12'nin amino asit dizisi ayrica Sekil 3'te de tarif edilir.

6-2-2) hTINA1-H2-tipi agir zincir:

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 8'inde gosterilen TINA1 adir zincirine iligkin amino asit
pozisyonu 21'in (izolgsin) valin ile, amino asit pozisyonu 28'in (prolin) alanin ile, amino
asit pozisyonu 30'un (Idsin) valin ile, amino asit pozisyonu 35'in (glutamik asit) alanin
ile, amino asit pozisyonu 36'nin (treonin) serin ile, amino asit pozisyonu 38'in (arjinin)
lizin ile, amino asit pozisyonu 39'un (izoldsin) valin ile, amino asit pozisyonu 57'nin
(glutamin) arjinin ile, amino asit pozisyonu 58'in (lizin) glutamin ile, amino asit
pozisyonu 59'un (metiyonin) alanin ile, amino asit pozisyonu 62'nin (lizin) glutamin ile,
asit pozisyonu 65'in (lizin) glutamik asit ile, amino asit pozisyonu 67'nin (izolGsin)
metiyonin ile, amino asit pozisyonu 87’nin {fenilalanin) valin ile, amino asit pozisyonu
88'in (alanin) treonin ile, amino asit pozisyonu 89'un (fenilalanin) izoldsin ile, amino asit
pozisyonu 92'nin {glutamik asit) aspartik asit ile, amino asit pozisyonu 95'in (alanin)
treonin ile, amino asit pozisyonu 102'nin (izoldsin) 16sin ile, amino asit pozisyonu
104'Un (asparajin) serin ile, amino asit pozisyonu 107'nin (asparajin) serin ile, amino
asit pozisyonu 111'in {treonin}) alanin ile, amino asit pozisyonu 112'nin (treonin) valin
ile, amino asit pozisyonu 114'0n (fenilalanin) tirozin ile, amino asit pozisyonu 132'nin

(alanin) glutamin ile ve amino asit pozisyonu 135'in (alanin) 1dsin ile dedistirimesini
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icerme ile tasarlanan bir beserilestirilmis TINA1 adir zinciri bir "hTINA1-H2-tipi adir

zincir" olarak gosterilmistir.

hTINA1-HZ2-tipi agir zincirin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 14'Uinde tarif
edilir. SEQ ID NO: 14'Un amino asit dizisinde 1 ila 19 arasindaki amino asit
rezidllerinden olugan bir dizi, 20 ila 140 arasindaki amino asit rezidllerinden olugan bir
dizi ve 141 ila 470 arasindaki amino asit rezidilerinden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal
dizisine, agir zincir degisken bdlgesine ve agdir zincir sabit bdlgesine karsilik gelir. SEQ
ID NO: 14'Gn amino asit dizisini gifreleyen nikleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO:
13'Unde tarif edilir. SEQ ID NC: 13'Un ndkleotid dizisinde 1 ila 57 arasindaki
nukleotidlerden olusan bir dizi, 58 ila 420 arasindaki nukleotidlerden olusan bir dizi ve
421 ila 1410 arasindaki niklectidlerden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal dizisini, agir
zincir degdisken bolge dizisini ve agir zincir sabit bolge dizisini sifreler. SEQ ID NO:
13'dn nlkleotid dizisi ve SEQ ID NO: 14'0n amino asit dizisi ayrica Sekil 4'te de tarif

edilir.

6-2-3) hTINA1-H3-tipi agir zincir:

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 8'inde gosterilen TINA1 adir zincirine iliskin amino asit
pozisyonu 28'in (prolin) alanin ile, amino asit pozisyonu 30'un (Iésin) valin ile, amino
asit pozisyonu 36'nin (treonin) serin ile, amino asit pozisyonu 38'in (arjinin) lizin ile,
amino asit pozisyonu 39'un (izolsin) valin ile, amino asit pozisyonu 58'in {lizin)
glutamin ile, asit pozisyonu 65'in (lizin) glutamik asit ile, amino asit pozisyonu 67'nin
(izoldsin) metiyonin ile, amino asit pozisyonu 87'nin (fenilalanin) valin ile, amino asit
pozisyonu 88'in (alanin) treonin ile, amino asit pozisyonu 92'nin (glutamik asit) aspartik
asit ile, amino asit pozisyonu 95'in (alanin) treonin ile, amino asit pozisyonu 102'nin
(izolosin) 10sin ile, amino asit pozisyonu 104'Un (asparajin) serin ile, amino asit
pozisyonu 107'nin (asparajin) serin ile, amino asit pozisyonu 111'in (treonin) alanin ile,
amino asit pozisyonu 112'nin (treonin) valin ile, amino asit pozisyonu 114'Un
(fenilalanin) tirozin ile, amino asit pozisyonu 132'nin (alanin) glutamin ile ve amino asit
pozisyonu 135'in (alanin) Idsin ile degistirilimesini icerme ile tasarlanan bir

beserilestirilmis TINA1 adir zinciri bir "nTINA1-H3-tipi adir zincir" olarak gosterilmistir.

hTINA1-H3-tipi agir zincirin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 16'sinda tarif

edilir. SEQ ID NO: 16'nin amino asit dizisinde 1 ila 192 arasindaki amino asit
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rezidulerinden olusan bir dizi, 20 ila 140 arasindaki amino asit rezidilerinden olugan bir
dizi ve 141 ila 470 arasindaki amino asit rezidulerinden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal
dizisine, adir zincir degisken bolgesine ve agir zincir sabit bdlgesine karsihk gelir. SEQ
ID NO: 16'nin amino asit dizisini sifreleyen nikleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NQ:
15'inde tarif edilir,. SEQ ID NO: 15in nukleotid dizisinde 1 ila 57 arasindaki
niikleotidlerden olusan bir dizi, 58 ila 420 arasindaki niikleotidlerden olusan bir dizi ve
421 ila 1410 arasindaki nlkleotidlerden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal dizisini, agir
zincir degisken bdlge dizisini ve adir zincir sabit bdlge dizisini sifreler. SEQ 1D NO: 15'in
nikleotid dizisi ve SEQ ID NO: 16'nin amino asit dizisi ayrica Sekil 5'te de tarif edilir.

6-3) TINA1 hafif zincirinin begerilegtiriimesi

6-3-1) hTINA1-L1-tipi hafif zincir:

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 10'unda gosterilen TINA1 hafif zincirine iligkin amino asit
pozisyonu 23'Un (valin) glutamin ile, amino asit pozisyonu 28'in {histidin} prolin ile,
amino asit pozisyonu 29'un (lizin) serin ile, amino asit pozisyonu 30'un (fenilalanin)
serin ile, amino asit pozisyonu 31'in (metiyonin} 16sin ile, amino asit pozisyonu 33'Un
(treonin) alanin ile, amino asit pozisyonu 40'in {serin) treonin ile, amino asit pozisyonu
62'nin (glutamin) lizin ile, amino asit pozisyonu 83'Un (serin) alanin ile, amino asit
pozisyonu 8Q'in (aspartik asit) serin ile, amino asit pozisyonu 83'n (treonin) serin ile,
amino asit pozisyonu 90'In (alanin) aspartik asit ile, amino asit pozisyonu 93'ln
(fenilalanin) 16sin ile, amino asit pozisyonu 98'in (valin) l18sin ile, amino asit pozisyonu
10C'Un (alanin) prolin ile, amino asit pozisyonu 103'dn {I&sin) fenilalanin ile, amino asit
pozisyonu 120'nin (alanin) glutamin ile, amino asit pozisyonu 126'nin (16sin) izoldsin ile
ve amino asit pozisyonu 129'un (alanin) treanin ile degistiriimesini icerme ile tasarlanan
bir beserilestiriimis TINA1 hafif zinciri bir "hTINA1-L1-tipi hafif zincir" olarak

go6sterilmistir.

hTINA1-L1-tipi hafif zincirin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO. 18'inde tarif
edilir. SEQ ID NO: 18in amino asit dizisinde 1 ila 20 arasindaki amino asit
rezidulerinden olusan bir dizi, 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidilerinden olusan bir
dizi ve 130 ila 234 arasindaki amino asit rezidulerinden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal
dizisine, hafif zincir dedisken bélgesine ve hafif zincir sabit bolgesine karsilik gelir. SEQ

ID NO: 18'in amino asit dizisini sifreleyen nlikleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NC:
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17'sinde tarif edilir. SEQ ID NOC: 17'nin nilkleotid dizisinde 1 ila 60 arasindaki
nukleotidlerden olusan bir dizi, 61 ila 387 arasindaki nukleotidlerden olusan bir dizi ve
388 ila 702 arasindaki nukleotidlerden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal dizisini, hafif
zincir degisken bélge dizisini ve hafif zincir sabit bdlge dizisini sifreler. SEQ ID NOC:
17'nin nikleotid dizisi ve SEQ ID NO: 18'in amino asit dizisi ayrica Sekil 6'da da tarif

edilir.

6-3-2) hTINA1-L2-tipi hafif zincir:

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 10'unda gosterilen TINA1 hafif zincirine iliskin amino asit
pozisyonu 28'in (histidin) prolin ile, amino asit pozisyonu 29'un (lizin) serin ile, amino
asit pozisyonu 30'un (fenilalanin) serin ile, amino asit pozisyonu 31'in (metiyonin) 16sin
ile, amino asit pozisyonu 33'Un {treonin) alanin ile, amino asit pozisyonu 40'in {serin)
treonin ile, amino asit pozisyonu 62'nin {glutamin) lizin ile, amino asit pozisyonu 63'Un
(serin} alanin ile, amino asit pozisyonu 8Q'in (aspartik asit) serin ile, amino asit
pozisyonu 83'lin (treonin) serin ile, amino asit pozisyonu 90'in (alanin) aspartik asit ile,
amino asit pozisyonu 93'Un (fenilalanin) 16sin ile, amino asit pozisyonu 98'in (valin)
I3sin ile, amino asit pozisyonu 100'Un (alanin) prolin ile, amino asit pozisyonu 103'Un
(16sin) fenilalanin ile, amino asit pozisyonu 120'nin (alanin) glutamin ile, amino asit
pozisyonu 126'nin (I6sin) izoldsin ile ve amino asit pozisyonu 129'un (alanin) treonin ile
degistirilmesini icerme ile tasarlanan bir begerilestirilmis TINA1 hafif zinciri bir "hTINA1-

L2-tipi hafif zincir" olarak gosterilmistir.

hTINA1-L2-tipi hafif zincirin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 20'sinde tarif
edilir. SEQ ID NO: 20'nin amino asit dizisinde 1 ila 20 arasindaki amino asit
rezidulerinden olusan bir dizi, 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidulerinden olusan bir
dizi ve 130 ila 234 arasindaki amino asit rezidulerinden olugan bir dizi sirasiyla, sinyal
dizisine, hafif zincir dedisken bolgesine ve hafif zincir sabit bdlgesine karsilik gelir. SEQ
ID NO: 20’nin amino asit dizisini sifreleyen nikleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO:
19'unda tarif edilir. SEQ ID NC: 19'un niikleotid dizisinde 1 ila 80 arasindaki
nikleotidlerden olusan bir dizi, 61 ila 387 arasindaki niikleotidlerden olusan bir dizi ve
388 ila 702 arasindaki nikleotidlerden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal dizisini, hafif
zincir degisken bdlge dizisini ve hafif zincir sabit bdlge dizisini sifreler. SEQ ID NO:
19'un nukleotid dizisi ve SEQ ID NO: 20'nin amino asit dizisi ayrica 3ekil 7'de de tarif

edilir.
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6-3-3) hTINA1-L3-tipi hafif zincir:

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 10'unda gosterilen TINA1 hafif zincirine iliskin amino asit
pozisyonu 28'in (histidin} prolin ile, aminc asit pozisyonu 29'un (lizin) serin ile, amino
asit pozisyonu 30'un (fenilalanin) serin ile, amino asit pozisyonu 31'in (metiyonin) l6sin
ile, amino asit pozisyonu 33'0n {treonin) alanin ile, amino asit pozisyonu 40'in {serin)
treonin ile, amino asit pozisyonu 62'nin {glutamin) lizin ile, amino asit pozisyonu 63'Un
(serin) glutamin ile, amino asit pozisyonu 80'in (aspartik asit) serin ile, amino asit
pozisyonu 83'Un (treonin) serin ile, amino asit pozisyonu 90'in (alanin) aspartik asit ile,
amino asit pozisyonu 93'Un (fenilalanin} I6sin ile, amino asit pozisyonu 98'in (valin)
I8sin ile, amino asit pozisyonu 100'0n (alanin) prelin ile, amino asit pozisyonu 103'Un
(16sin) fenilalanin ile, amino asit pozisyonu 120'hin (alanin) glutamin ile, amino asit
pozisyonu 126'nin (I6sin) izoldsin ile ve amino asit pozisyonu 129'un (alanin) treonin ile
degistirilmesini icerme ile tasarlanan bir begerilestiriimis TINA1 hafif zinciri bir "hTINA1-

L3-tipi hafif zincir" olarak gosterilmistir.

hTINA1-L3-tipi hafif zincirin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 22'sinde tarif
edilir. SEQ ID NO: 22'nin amino asit dizisinde 1 ila 20 arasindaki amino asit
reziddlerinden olusan bir dizi, 21 ila 129 arasindaki amino asit rezidulerinden olusan bir
dizi ve 130 ila 234 arasindaki amino asit rezidUlerinden olusan bir dizi sirasiyla, sinyal
dizisine, hafif zincir dedisken bdlgesine ve hafif zincir sabit bblgesine karsilik gelir. SEQ
ID NO: 22'nin amino asit dizisini sifreleyen nilkleotid dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO:
21'inde tarif edilir. SEQ ID NO: 21'in nlkleotid dizisinde 1 ila 60 arasindaki
nikleotidlerden olusan bir dizi, 61 ila 387 arasindaki nikleotidlerden olugan bir dizi ve
388 ila 702 arasindaki nukleotidlerden olugan bir dizi sirasiyla, sinyal dizisini, hafif
zincir degisken bélge dizisini ve hafif zincir sabit bdlge dizisini sifreler. SEQ ID NO:
21'in nukleotid dizisi ve SEQ ID NO: 22'nin amino asit dizisi ayrica Sekil 8'de de tarif

edilir.

[Ornek 7: hTINA1 antikoru ekspresyon vektoriiniin yapilmasi ve antikorun

tiretilmesi]

7-1) hTINA1 agir zincir ekspresyon vektoriiniin yapilmasi

7-1-1) hTINA1-H1 ekspresyon vektériiniin yapilmasi
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Dizi Listesi'nin SEQ ID NC: 11'i ile temsil edilen hTINA1-H1'in nikleotid dizisinin 36 ila
437 arasindaki nukleotid pozisyonlannda goésterilen bir hTINA1-H1 degdisken bdlgesini-
Gene Synthesis service). hTINA1-H1'in degisken bdlgesini sifreleyen DNA dizisini
iceren bir DNA fragmani, bir sablon olarak sentezlenen DNA fragmani, KOD-Plus-
(Toyobo Co., Ltd.) ve asagida tarif edilen bir primer seti kullanilarak gogaltilmigtir ve bir
hTINA1-H1 ekspresyon vektorl yapmak icin In-Fusion HD PCR klonlama kiti (Clontech
Laboratories, Inc.) kullanilarak kimerik ve besgerilestiriimis IgG1-tipi agir zincir
ekspresyon vektdéri pCMA-G1'in bir restriksiyon enzimi Blpl ile yarlmis yerine
yerlestirilmigtir.  Elde edilen ekspresyon vektérd "pCMA-G1/hTINA1-H1" olarak

gosterilmistir.

Primer seti

5'-agctccecagatgggtgetgage-3' (SEQ ID NO: 41: primer EG-Inf-F)
5'-gggcccttggtggaggcetgage-3' (SEQ ID NO: 42: primer EG1-Inf-R)

7-1-2) hTINA1-H2 ekspresyon vektériiniin yapilmasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 13’0 ile temsil edilen hTINA1-HZ2'nin nilkleotid dizisinin 36
ila 437 arasindaki nikleotid pozisyonlarinda gosterilen bir hTINA1-HZ dedisken
Artificial Gene Synthesis service) ve bir hTINA1-H2 ekspresyon vektdrii Ornek 7-1-
1)deki ile ayni sekilde yapilmistir. Elde edilen ekspresyon vektoru "pCMA-G1/hTINA1-

H2" olarak g&sterilmistir.

7-1-3) hTINA1-H3 ekspresyon vektériiniin yapilmasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 15'i ile temsil edilen hTINA1-H3'Un nikleotid dizisinin 36 ila
437 arasindaki nikleotid pozisyonlarinda gosterilen bir hTINA1-H3 degisken bdlgesini-
Gene Synthesis service) ve bir hTINA1-H3 ekspresyon vektori Ornek 7-1-1)'deki ile
ayni sekilde yapilmigtir. Elde edilen ekspresyon vektdrd "pCMA-G1/hTINA1-H3" olarak

go6sterilmistir.
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7-2) hTINA1 hafif zincir ekspresyon vektoriiniin yapilmasi

7-2-1) hTINA1-L1 ekspresyon vektériiniin yapiimasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 17'si ile temsil edilen hTINA1-L1'in niikleotid dizisinin 38 ila
492 arasindaki nUkleotid pozisyonlarinda gdsterilen bir hTINA1-L1 degisken bdlgesini-
Gene Synthesis service). hTINA1-L1'in dedisken bdlgesini sifreleyen DNA dizisini
iceren bir DNA fragmani, bir sablon olarak sentezlenen DNA fragmani, KOD-Plus-
(Toyobo Co., Ltd.) ve agagida tarif edilen bir primer seti kullanilarak ¢ogaltilmigtir ve bir
hTINA1-L1 ekspresyon vektdrli yapmak i¢in In-Fusion HD PCR klonlama kiti (Clontech
Laboratories, Inc.) kullanilarak kimerik ve beserilestiriimis antikor hafif zincir
ekspresyon vektoriin pCMA-LK'nin bir restriksiyon enzimi BsiW! ile yanlmis yerine
yerlestirilmigtir. Elde edilen ekspresyon vektorii "pCMA-LK/hTINA1-L1" olarak

gosterilmistir.

Primer seti

5'-ctgtggatctcecggegegtacgge-3' (SEQ ID NO: 43: primer CM-LKF)
5'-ggagggggcggccaccgtacg-3' (SEQ ID NO: 44 primer KCL-Inf-R)

7-2-2) hTINA1-L2 ekspresyon vektoriiniin yapiimasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 19'u ile temsil edilen hTINA1-L2'nin nukleotid dizisinin 38
ila 402 arasindaki nikleotid pozisyonlarinda gdsterilen bir hTINA1-L2 degisken

Artificial Gene Synthesis service) ve bir hTINA1-L2 ekspresyon vektdri Orek 7-2-
1)'deki ile ayni sekilde yapiimistir. Elde edilen ekspresyon vektorld "pCMA-LK/hTINA1-

L2" olarak gosterilmistir.

7-2-3) hTINA1-L3 ekspresyon vektoriiniin yapilmasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 21'i ile temsil edilen hTINA1-L3'an nukleotid dizisinin 38 ila
402 arasindaki nlkleotid pozisyonlarinda gdsterilen bir hTINA1-L3 degdisken bdlgesini-
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Gene Synthesis service) ve bir hTINA1-L3 ekspresyon vektori Ornek 7-2-1)deki ile
ayni sekilde yapiimigtir. Elde edilen ekspresyon vektéra "pCMA-LK/WTINA1-L3" olarak

gosterilmistir.

7-3) hTINA1 antikorunun lretimi ve saflagtirilmasi

7-3-1) hTINA1 antikorunun kiiciik-0lgekte iiretimi

Her bir antikor Ornek 5-2-5)'teki ile ayni sekilde Uretilmigtir.

pCMA-G1/hTINA1-H1 ve pCMA-LK/hTINA1-L1 kombinasyonu ile elde edilen hTINA1
antikoru "hTINA1-H1L1" olarak gosterilmistir; pCMA-G1/hTINA1-HZ ve pCMA-
LK/hTINA1-L1 kombinasyonu ile elde edilen hTINA1 antikoru "hTINA1-H2L1" olarak
gosterilmistir; pCMA-G1/hTINA1-H2 ve pCMA-LK/hTINA1-L2 kombinasyonu ile elde
edilen hTINA1 antikoru "hTINA1-H2L2" olarak gosterilmistir ve pCMA-G1/hTINA1-H3
ve pCMA-LK/hTINA1-L3 kombinasyonu ile elde edilen hTINA1 antikoru "hTINA1-H3L3"

olarak gdsterilmistir.

7-3-2) hTINA1 antikorunun dretimi

hTINA1-H1L1, hTINA1-H2L1, hTINA1-HZL2 ve hTINA1-H3L3 asagidaki yontem ile

aretilmigtir.

FreeStyle 293F hdcreleri (Invitrogen Corp.) mantele goére alt-kdltirdenmistir ve
kiltirlenmistir. Logaritmik blyame fazindaki 1,2 x 10° FreeStyle 293F hicresi
(Invitrogen Corp.) 3 L'lik Fernbach Erenmeyer Flask'ina (Corning Inc.) ekilmistir
akabinde bir FreeStyle 293 ekspresyon vasati {Invitrogen Corp.) ile 1,0 x 108
hicre/ml'ye seyreltiimistir ve akabinde 37°C'lik bir %8'lik CO2 inkibatdri iginde 1 saat
boyunca 90 rpm'de sallama ile killtirlenmistir. Polietilenimin (Polyscience #24765; 3,6
mg) Opti-Pro SFM (Invitrogen Corp.; 20 ml) iginde g¢odzindiridimistar. Akabinde,
PureLink HiPure Plasmid kit (Invitrogen Corp.) kullanilarak hazirlanmis olan hafif zincir
ekspresyon vekiord (0,8 mg) ve agir zincir ekspresyon vektoru (0,4 mg) Opti-Pro
SFM'ye (Invitrogen Corp.; 20 ml} eklenmigtir. Ekspresyon vektoru/Opti-Pro SFM
karistirilmig ¢dzeltisi (20 ml), polietienimin/Opti-Pro SFM karigtinlmis ¢dzeltisi {20 ml)
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eklenmistir ve karisim nazik bir sekilde kanstinlmistir, 5 dakika boyunca ilaveten
birakilmistir ve akabinde FreeStyle 293F hicreleri eklenmistir. Kdltird 37°Cllik bir
%8'lik CO: inkubatoru icinde 90 rpm'de 7 gun boyunca sallama ile elde edilen bir kultir
supernatanti Disposable Capsule Filter (ADVANTEC #CCS-045-E1H) vasitasiyla

filtreden gegirilmistir.

7-3-3) hTINA1 antikorunun saflagtinimasi

Her bir antikor yukarida 7-3-2)'de elde edilen kiltir sipermatantindan rProtein A afinite
kromatografisi (4 ila 6°C) ve seramik hidroksiapatit (oda sicakh§i) kullanilan iki adim ile
saflagtinlmigtir.  rProtein A afinite kromatografisi saflastirmasindan ve seramik
hidroksiapatit saflagtirmasindan sonraki tampon degistirme adimlan 4 ila 6°C'de
gerceklestiriimistir. ilk olarak, kiltir sipernatanti PBS ile dengelenmis olan MabSelect
SuRe'e (GE Healthcare Japan Corporation tarafindan dretilmistir, HiTrap kolonu)
uygulanmistir. Kolona tam kiltiir slipernatantinin girisinden sonra, kolon kolon
hacminin en az iki kati olan bir miktarda PBS ile yikanmistir. Sonra, antikor-igeren
fraksiyonlar 2 M'lik arjinin hidroklorir ¢ozeltisi (pH 4,0) ile elisyon ile toplanmistir.
Fraksiyonlarin diyaliz (Thermo Fisher Scientific, Inc., Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette)
ile PBS ile tamponu-degistiriimistir ve akabinde bu 5 mM'lik sodyum fosfat ve 50 mM
MES (pH 7,0) olan bir tampon ile 5-kat seyreltilmistir. Elde edilen antikor ¢dzeltisi 5 mM
NaPi, 50 mM MES ve 30 mM NaCl (pH 7,0) olan bir tampon ile dengelenmis olan bir
seramik hidroksiapatit kolona (Bio-Rad Laboratories, Inc., Bio-Scale CHT Type-l
Hydroxyapatite Column) uygulanmigtir. Antikor-iceren fraksiyonlar sodyum klorGr
kullanilarak lineer konsantrasyon gradyan elisyonu ile toplanmistir. Fraksiyonlarin
tamponu diyaliz (Thermo Fisher Scientific, Inc., Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette) ile
HBSor (25 mM histidin/%5 sorbitol, pH 6,0) ile dedistiriimistir. Son olarak, fraksiyonlar
konsantre edilmistir ve Centrifugal UF Filter Device VIVASPIN 20 (molekller agirlik
kesim-degeri; UF10K, Sartorius AG, 4°C) kullanilarak 20 mg/ml veya daha yilksek olan

bir 1I9G konsantrasyonuna ayarlanmistir ve bir saflastinimis érnek olarak kullanilimistir.

[Referans Ornek 1: hRS7 antikoru ekspresyon vektériiniin saflagtinimasi ve

antikorun lretimi]

hRS7 antikoru WO 2003/074566 Numarah Uluslararas! Yayin'da tarif edilen bir hafif

zincirin ve bir adir zincirin amino asit dizilerine gdre Uretilmistir.
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1-1) hRS7 antikoru agir zincir ekspresyon vektoriiniin yapilmasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 29'u ile temsil edilen hRS7 antikoru agir zincirinin nikleotid
dizisinin 36 ila 437 arasindaki nikleotid pozisyonlarinda gésterilen bir hRS7 antikoru
agir zincir degisken bdlgesini-sifreleyen DNA dizisini igeren bir DNA fragmani
sentezlenmistir (GeneArt Artificial Gene Synthesis service} ve bir hRS7 antikoru agir
zincir ekspresyon vektdrii Ornek 7-1-1)'deki ile ayni sekilde yapiimistir. Elde edilen
ekspresyon vektorl "pCMA-G1/hRS7" olarak gosterilmigti. hRS7 antikoru agir

zincirinin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 30'unda gbsterilir.

1-2) hRS7 antikoru hafif zincir ekspresyon vektériiniin yapiimasi

Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 31'i ile temsil edilen hRS7 antikoru hafif zincirinin niikleotid
dizisinin 38 ila 402 arasindaki niikleotid pozisyonlarinda gdsterilen bir hRS7 antikoru
hafif zincir degisken bolgesini-sifreleyen DNA dizisini igeren bir DNA fragmani
sentezlenmistir {(GeneArt Artificial Gene Synthesis service) ve bir hRS7 antikoru hafif
zincir ekspresyon vektérii Ornek 7-2-1)deki ile ayni sekilde yapilmistir. Elde edilen
ekspresyon vektorld "pCMA-LK/hRS7" olarak gosterilmistir. hRS7 antikoru hafif

zincirinin amino asit dizisi Dizi Listesi'nin SEQ ID NO: 32'sinde gdsterilir.

1-3) hRS7 antikorunun uretilmesi ve saflagtiriimasi

1-3-1) hRS7 antikorun iiretilmesi

hRS7 antikoru, pCMA-G1/hRS7 ve pCMA-LK/hRS7 kombinasyonu ile Omek 7-3-
2Ydeki ile ayni sekilde Gretilmistir.

1-3-2) hRS7 antikorunun saflagtiriimasi

Antikor 1-3-1)de elde edilen kilt{r siipernatantindan Ornek 7-3-3)'teki ile ayni sekilde

saflagtinimistir.

[Ornek 8: hTINA1 antikorunun ve hRS7 antikorunun antijen-baglama afinitesinin

blgiilmesi]
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8-1) Kiiciik olgekte iiretilen antikor (kiltiir siipernatanti} kullanilarak antijen-

baglama afinitesinin dlgilmesi

Her bir antikor, bir ligand olarak antikoru bir immobilize edilmis anti-insan 1gG (Fab)
antikoru Gzerinde yakalamanin yakalama ydntemi ve antijeni bir analit olarak analiz
etme ile Biacore 3000 (GE Healthcare Japan Corporation) kullanilarak bir antijen
(Rekombinant Insan TROP-2 Fc kimerasi) igin bunun aynima sabiti igin analiz
edilmigtir. Anti-insan IgG (Fab) antikorunun yaklasik 2000 RU'su (Human Fab capture
kit, GE Healthcare Japan Corporation) amin kuplaj yéntemi ile bir sensdr ¢ipi CM5'e
(BlAcore, Inc.) kovalent olarak baglanmistir. Benzer bir gsekilde, bu antikor bir referans
akis hicresi Uzerine immobilize edilmisgtir. Kullanilan yiritme tamponu, HBS-EP+'dir
(10 mM HEPES, pH 7.4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, %0,05 Surfaktan P20). Antikoru
iceren kultir sipermatant) 80 saniye hoyunca anti-insan IgG (Fab) antikoru-immobilize
edilmis gip Gzerine eklenmistir ve akabinde, antijenin seri seyreltmelerinin (1 ila 1000
nM) her biri 300 saniye boyunca 30 uL/dk olan bir akis hizinda buna eklenmistir. Bunu
takiben, ayrilma faz1 600 saniye boyunca takip edilmistir. %20'lik DMSO igeren 10 mM
Gly-HCI (pH 1,5) 60 saniye boyunca 10 pl/dk olan bir akis hizinda bir yenileme ¢dzeltisi
olarak buna eklenmistir. Veriler, bir birlesme hiz sabiti ken'u, bir ayrilma hiz sabiti keif'u
ve bir aynima sabitini (Kp; Ko = ke/kon) hesaplamak icin analitik yazilimin Bivalent

baglama modeli (BlAevaluation yazilimi, versiyon 4.1) kullanilarak analiz edilmigtir.

[Tablo 1]

Adi KD (M)
1 hTINAT-H1L1 6.3E-08
2 hTINA1-H2L1 6.9E-08
3 hTINA1-H2L2 7.1E-08
4 hTINA1-H3L3 5.8E-08
5 cTINA1 5.6E-08

Antikor érnegdi olarak kiltdr siipernatanti kullanilan baglama aktivitesi

8-2) Antijen-baglama afinitesinin saflagtinlmig antikor kullanilarak olgiilmesi
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Her bir antikor, bir ligand olarak antikoru bir immobilize edilmig anti-insan IgG (Fab)
antikoru Gzerinde yakalamanin yakalama yontemi ve antijeni bir analit olarak analiz
etme ile Biacore 3000 (GE Healthcare Japan Corporation) kullanilarak bir antijen
(Rekombinant insan TROP-2 Fc kimerasi) igin bunun ayrilma sabiti igin analiz
edilmigtir. Anti-insan IgG (Fab) antikorunun yaklasik 2000 RU'su {(Human Fab capture
kit, GE Healthcare Japan Corporation) amin kuplaj yontemi ile bir sensor gipi CM5'e
(BlAcore, Inc.) kovalent olarak bagdlanmistir. Benzer bir sekilde, bu antikor bir referans
akig hicresi Uzerine immobilize edilmistir. Kullanilan yuritme tamponu, HBS-EP+'dir
(10 mM HEPES, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, %0,05 Surfaktan P20). Antikor 1
dk boyunca anti-insan 1gG {Fab) antikoru-immobilize edilmig cip Gzerine eklenmigtir ve
akabinde, antijenin seri seyreltmelerinin (1 ila 1000 nM) her biri 300 saniye boyunca 30
pL/dk olan bir akis hizinda buna eklenmistir. Bunu takiben, ayrilma faz) 600 saniye
boyunca takip edilmistir. Bir yiritme tamponu ile seyreltiimis 25 mM NaOH 3 saniye
boyunca 100 ul/dk olan bir akis hizinda bir yenileme c¢ozeltisi olarak buna iki kere

eklenmistir. Veriler yukaridaki ile ayni sekilde analiz edilmistir.

[Tablo 2]
Ad KD (M)
1 hTINA1-H1L1 2.7E-08
2 hTINA1-H2L1 3.0E-08
3 hTINA1-H2L2 2.7E-08
4 hTINA1-H3L3 1.5E-08
5 hRS7 3.0E-10

Antikor 6rnegi olarak saflagtinimig antikor kullanilan baglama aktivitesi élgimu

[Ornek 9: hTINA1-H1L1 ADC (1) iiretimi]
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Proses 1: tert-Bitil (4-{[(1S5,9S)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-
2,3,9.10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-

b]kuinolin-1-iljJamino}-4-okzobiitil)karbamat
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4-(ter-Butoksikarbonilamino)bitanoik asit (0,237 g, 1,13 mmol) diklorometan (10 mL)
icinde c¢ozinduralmustar, N-hidroksisiksinimid (0,130 g, 1,13 mmol) ve 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorir {0,216 g, 1,13 mmol) eklenmistir ve 1 saat
boyunca kansgtinimigtir. Reaksiyon ¢ozeltisi, ekzatekan mesilat (0,500 g, 0,94 mmol) ve
trietilamin (0,157 mL, 1,13 mmol) ile doldurulmus bir N,N-dimetilformamid ¢ozeltisine
(10 mL) damla damla eklenmistir ve oda sicakhiginda 1 giin boyunca kanistirilmistir.
Cozicl azaltlmis basing altinda uzaklastirimistir ve elde edilen rezidil s6z konusu
bilesigi (0,595 g, kantitatif) elde etmek igin silika jel kolon kromatografisi [kloroform -
kloroform : metanol = (hacim/hacim) 8 : 2] ile saflagtirnimistir.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) d: 0.87 (3H, t, J=7.2 Hz), 1.31 (9H, s), 1.58 (1H, t, J=7.2
Hz), 1.66 (2H, t, J=7.2 Hz), 1.89-1.82 (2H, m), 2.12-2.21 (3H, m), 2.39 (3H, s}, 2.92
(2H, t, J=6.5 Hz), 3.17 (2H, s), 5.16 (1H, d, J=19.2 Hz), 5.24 (1H, d, J=18.8 Hz), 5.42
(2H, s), 5.59-5.55 (1H, m), 6.53 (1H, s), 6.78 (1H, t, J=6.3 Hz), 7.30 {1H, s), 7.79 (1H,
d, J=11.0 Hz), 8.40 (1H, d, J=8.6 Hz).

MS (APCI) m/z: 621 (M+H)".

Proses 2: 4-Amino-N-[(18,95)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-
2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-
blkuinolin-1-il]biitaneamid trifloroasetat

Yukarida Proses 1'de elde edilen bilesik (0,388 g, 0,61 mmol) diklorometan {9 mL)
icinde coézindiarlilmustir. Trifloroasetik asit (9 mL) eklenmistir ve bu 4 saat boyunca
karistinlmistir. Cozlcu azaltlmis basing altinda uzaklastinimistir ve elde edilen
rezidiller s6z konusu bilesigi (0,343 g, kantitatif) elde etmek igin silika jel kolon
kromatografisi [kloroform - kloroformun bolintilenmig organik katmani : metanol : su =
(hacim/hacim/hacim} 7 : 3 : 1] ile saflagtinlmigtir.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0.87 {3H, t, J=7.2 Hz), 1.79-1.92 (4H, m), 2.10-2.17
(2H, m), 2.27 (2H, t, J=7.0 Hz), 2.40 (3H, s), 2.80-2.86 (2H, m), 3.15-3.20 (2H, m), 5.15
(1H, d, J=18.8 Hz), 5.26 (1H, d, J=18.8 Hz), 5.42 (2H, s), 5.54-5.61 (1H, m), 6.55 (1H,
8), 7.32 (1H, s), 7.72 (3H, brs), 7.82 (1H, d, J=11.0 Hz), 8.54 (1H, d, J=8.6 Hz).

MS (APCI) m/z: 521 (M+H)".

Proses 3: N-(ter-Biitoksikarbonil)glisilglisil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,95)-9-etil-5-
floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-dioks0-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-1-illJamino}-4-
oksobitil}glisinamid

N-(ter-Butoksikarbonil)glisilglisil-L-fenilalanilglisin (0,081 g, 0,19 mmol) diklorometan (3
mL) iginde ¢dziindirdimUstir, N-hidroksisuksinimid (0,021 g, 0,19 mol) ve 1-etil-3-(3-
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dimetilaminapropil)karbodiimid  hidroklorir (0,036 g, 0,19 mmol) eklenmigtir ve
akabinde 3,5 saat karistirlmigtir. Reaksiyon ¢ozeltisi, yukarida Proses 2'de elde edilen
bilesik (0,080 g, 0,15 mmol) ile doldurulmus bir N,N-dimetilformamid c¢dzeltisine (1,5
mL) damla damla eklenmistir ve oda sicakhdinda 4 saat boyunca karigtirimigtir.
Cozich azaltiimis basing altinda uzaklastinlimistir ve elde edilen reziduler s6z konusu
bilesigi (0,106 g, %73) elde etmek icin silika jel kolon kromatografisi [kloroform -
kloroform : metanol = (hacim/hacim) 8 : 2] ile saflagtirnimistir.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 0.87 (3H, t, J=7.4 Hz), 1.36 (9H, s), 1.71 (2H, m),
1.86 (2H, t, J=7.8 Hz), 2.15-2.19 (4H, m), 2.40 (3H, s), 2.77 (1H, dd, J=12.7, 8.8 Hz),
3.02 (1H, dd, J=14.1, 4.7 Hz), 3.08-3.11 (2H, m), 3.16-3.19 (2H, m), 3.54 (2H, d, J=5.9
Hz), 3.57-3.77 {4H, m), 4.46-4.48 (1H, m), 5.16 (1H, d, J=19.2 Hz), 5.25 {(1H, d, J=18.8
Hz), 5.42 (2H, s), 5.55-5.60 (1H, m), 6.53 (1H, s), 7.00 (1H, t, J=6.3 Hz), 7.17-7.26 (5H,
m), 7.31 (1H, s), 7.71 (1H, t, J=5.7 Hz), 7.80 (1H, d, J=11.0 Hz), 7.92 (1H, t, J=5.7 Hz),
8.15 (1H, d, J=8.2 Hz), 8.27 (1H, t, J=5.5 Hz), 8.46 (1H, d, J=8.2 Hz).

MS (APCI) m/z: 939 (M+H)".

Proses 4: Glisilglisil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S}-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-
10,13-diocks0-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3’,4':6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-1-iljJamino}-4-
oksobiitil)glisinamid trifloroasetat

Yukarida Proses 3'te elde edilen bilesik (1,97 g, 2,10 mmol) diklorometan (7 mL) iginde
¢OzundOriimiistlir. Trifloroasetik asit (7 mL) eklenmesinden sonra, bu 1 saat boyunca
kanstinlmistir. Cozicl azaltlmis basing altinda uzaklastinlmistir ve bu azeotropik
distilasyon igin tolten ile doldurulmustur. Elde edilen rezidiler s6z konusu bilesigi (1,97
g, %99) elde etmek icin silika jel kolon kromatografisi [kloroform - kloroformun
boluntilenmis organik katmani : metanol : su = (hacim/hacim/hacim) 7 : 3 : 1] ile
saflastinlmisgtir.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) d: 0.87 (3H, t, J=7.4 Hz), 1.71-1.73 (2H, m), 1.82-1.90
(2H, m), 2.12-2.20 (4H, m), 2.40 (3H, s), 2.75 (1H, dd, J=13.7, 9.4 Hz), 3.03-3.09 (3H,
m), 3.18-3.19 (2H, m), 3.58-3.60 (2H, m), 3.64 (1H, d, J=5.9 Hz), 3.69 (1H, d, J=5.9
Hz), 3.72 (1H, d, J=5.5 Hz), 3.87 (1H, dd, J=16.8, 5.9 Hz), 4.50-4.56 (1H, m), 5.16 (1H,
d, J=19.2 Hz), 5.25 (1H, d, J=18.8 Hz), 5.42 (2H, s), 5.55-5.60 (1H, m), 7.17-7.27 (5H,
m), 7.32 (1H, s), 7.78-7.81 (2H, m), 7.95-7.97 (3H, m), 8.33-8.35 (2H, m), 8.48-8.51
(2H, m).

MS (APCI) m/z: 839 (M+H)".



10

15

20

25

30

35

113

Proses 5: N-{3-[2-(2-{[3-(2,5-Diokso-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propancillamino}etoksi)etoksi]propanoil}glisilglisil-L-fenilalanil-N-(4-{[(1S,9S)-
9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-1-illamino}-4-
oksoobiitil)glisinamid

Yukarida Proses 4'te elde edilen bilesigin (100 mg, 0,119 mmol) bir N,N-
dimetilformamid (1,20 mL) ¢ozeltisine, diizopropiletilamin {20,8 pL, 0,119 mmol) ve N-
suksinimidil 3-(2-(2-(3-maleinimidpropanamid)etoksi)etoksi)propanoat (50,7 mg, 0,119
mmol) eklenmigtir ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kanstinlmigtir. Cozicl azaltiimig
basing altinda uzaklastinimistir ve elde edilen rezidiler s6z konusu bilesidi (66,5 g,
%48) bir solgun san renkte kati madde olarak elde etmek icin silika jel kolon
kromatografisi [kloroform - kloroform @ metanol = (hacimfhacim) 5 : 1] ile
saflastinimigtir,

H-NMR (400 MHz, DMSQO-ds) &: 0.85 (3H, t, J = 7.4 Hz), 1.65-1.74 (2H, m), 1.77-1.90
(2H, m), 2.07-2.19 (4H, m), 2.30 (2H, t, J = 7.2 Hz), 2.33-2.36 (2H, m), 2.38 (3H, s),
2.76 {(1H, dd, J = 13.7, 9.8 Hz), 2.96-3.18 (9H, m), 3.42-3.44 (4H, m), 3.53-3.76 (10H,
m), 4.43 (1H, td, J = 8.6, 4.7 Hz), 5.14 (1H, d, J = 18.8 Hz), 5.23 (1H, d, J = 18.8 Hz),
5.38 (1H, d, J = 17.2 Hz), 5.42 (1H, d, J = 17.2 Hz), 5.52-5.58 (1H, m), 6.52 (1H, s),
6.98 (2H, s), 7.12-7.17 (1H, m), 7.18-7.25 (4H, m), 7.29 (1H, s), 7.69 (1H, t, J = 5.5
Hz), 7.78 (1H, d, J = 11.3 Hz), 7.98-8.03 {2H, m), 8.11 (1H, d, J =7.8 Hz), 8.16 (1H, 1, J
=5.7 Hz), 8.23 (1H, 1, J = 5.9 Hz), 8.44 (1H, d, J = 9.0 Hz).

MS (APCI) m/z: 1149 (M+H)".

Proses 6: Antikor-ilag konjugati (1)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de Gretilen hTINA1-H1L1, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilmistir)
ve Ortak prosedir C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (10,0 mL) bir 50 mL'lik
tipe toplanmistir ve bir sulu 10 mM TCEP ¢ozeltisi (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,317 mL; her bir antikor molekuld igin 4,6 es-deger) ve bir sulu 1 M dipotasyum
hidrojen fosfat ¢tzeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 mL) ile doldurulmustur. Cézeltinin
7.4 £ 0,1 olan pH'a sahip oldudu konfirme edildikten sonra, antikor icindeki mentese

parc¢asindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkibe etme ile indirgenmistir.
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Antikor ve ila¢ badlayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢bzelti oda sicakli§indaki bir
su banyosu iginde 10 dakika boyunca inkube edildikten sonra, buna bir dimetil sulfoksit
(0,567) eklenmigtir. Bunu takiben, yukarnda Proses 5'te elde edilen bilesigin 10 mM'ini
iceren bir dimetil slfoksit ¢ozeltisi (0,635 mL; her bir antikor molekdll i¢in 9.2 es-
deger) buna eklenmistir ve ilag baglayiciyl antikora konjuge etmek icin oda sicakhginda
40 dakika boyunca bir tiip rotator (MTR-103, AS ONE Corporation tarafindan
uretilmigtir) kullanilarak karnstinlmistir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC ¢ozeltisi (Sigma-
Aldrich Co. LLC) (0,127 mL; her bir antikor molekili i¢in 184 es-deder} buna
eklenmigtir ve ilag badlayicinin reaksiyonunu durdurmak igin oda sicakliginda bir bagka
20 dakika boyunca karistiriimistir.

Saflagtirma: Yukarnidaki ¢ozelti s6z konusu antikor-ilag konjugatini igeren bir ¢ézeltinin
35,0 mL'sini elde etmek igin Uretim yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir E kullanilarak (gp a0 = 4964 (Olglilen ortalama
deger) ve eparo = 18982 (Olglilen ortalama deder) kullanilmistir), asadidaki karakteristik

degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,70 mg/mL, antikor verimi: 94,5 mg (%95) ve her bir antikor
molekill icin konjuge edilmis ilag molekillerinin Ortak prosedir E ile dlgilen ortalama
saylisi (n): 6,6.

[Ornek 10: hTINA1-H1L1 ADC (2) iiretimi]

[Formul 26]
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Proses 1: Antikor-ilag konjugati (2)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de retilen hTINA1-H1L1, Uretim yéntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilmistir)
ve Ortak prosedir C kullanlarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL’lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazidanmistir. Cozelti (2,0 mL) bir 4 mL'lik tiipe
toplanmistir ve bir sulu 10 mM TCEP g¢bdzeltisi {Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,0690 mL; her bir antikor molekili igin 5,0 eg-deger) ve bir sulu 1 M dipotasyum
hidrojen fosfat ¢6zeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,100 mL) ile doldurulmustur. Cézeltinin
7.4 £ 0,1 olan pH'a sahip oldudu konfirme edildikten sonra, antikor icindeki mentese

par¢asindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkiube etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ilag badlayici arasinda konjugasyon: Yukandaki ¢ézelti 15°C’deki bir su
banyosu iginde 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, buna Ormek 9'un Proses
5'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini iceren bir dimetil stlfoksit ¢gdzeltisi (0,127 mL; her
bir antikor molekilll igin 9,2 es-deger) kademeli olarak damla damla eklenmistir ve ilag
badlayiciyi antikora konjuge etmek i¢in 15°C'deki bir su banyosu iginde 1 saat boyunca
inkube edilmistir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC gozeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC)
(0,0190 mL; bher bir antikor molekill igin 13,8 es-deder) buna eklenmigtir ve ilag
badlayicinin reaksiyonunu durdurmak i¢in oda sicakliginda bir baska 20 dakika

boyunca kanstinimistir.
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Saflastirma: Yukarndaki ¢ozelti s6z konusu antikor-ila¢ konjugatini igeren hir ¢ozeltinin
35,0 mL'sini elde etmek igin Uretim yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedur E kullanilarak (gn.2s0 = 4964 (lgllen ortalama
deder) ve gpsro = 18982 (dlgiilen ortalama deder) kullanilmigtir), agsadidaki karakteristik

degerler elde edilmistir.
Antikor konsantrasyonu: 2,08 mg/mL, antikor verimi: 18,7 mg (%94) ve her bir antikor
molekdll icin konjuge edilmis ila¢g molekillerinin Ortak proseddr E ile dlgulen ortalama

sayisi (n): 6,1.

[Ornek 11: hTINA1-H1L1 ADC (3) iiretimi]
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Proses 1: Antikor-ilag konjugati (3)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de dretilen hTINA1-H1L1, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilimistir)
ve Ortak prosedar C kullanilarak PBSG6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor

konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (5,0 mL) bir 15 mL'lik
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kaba toplanmistir, karistirarak bir sulu 1 M dipotasyum hidrojen fosfat ¢dzeltisi (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0813 mL) ile doldurulmustur ve akabinde 37°C'de 10 dakika boyunca
kanstinlmigtir. Buna karistirarak bir sulu 10 mM TCEP (Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) (0,0745 mL; her bir antikar molekdld igin 2,3 es-deder) eklenmesinden ve
akabinde ¢ozeltinin 7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldugu konfirme edildikten sonra, antikor
icindeki mentese pargasindaki dislfit bag 37°C'de 1 saat boyunca karigtirma ile

indirgenmigtir.

Antikor ve ilag baglayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢ozelti 15°C'deki bir su
banyosu iginde 10 dakika boyunca karistirildiktan sonra, buna Ornek 9'un Proses
5'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini iceren bir dimetil stlfoksit ¢ozeltisi (0,162 mL; her
bir antikor moleklld igin 5,0 es-deder) buna eklenmistir ve ila¢ baglayiciyl antikora
konjuge etmek icin 15°C'deki bir su banyosu iginde 1 saat boyunca karigtinlmistir.
Sonra, bir sulu 100 mM NAC c¢ozeltisi {Sigma-Aldrich Co. LLC) (30,0418 mL; her bir
antikor molek(lu igin 12,9 es-deger) buna eklenmistir ve ilag baglayicinin reaksiyonunu

durdurmak igin oda sicaklijinda bir bagka 20 dakika boyunca karnigtiriimistir.

Saflastirma: Yukaridaki ¢bzelti séz konusu antikor-ila¢ konjugatini igeren bir cozeltinin
21,0 mL'sini elde etmek icin Uretim ydntemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedirler E ve F kullanilarak (epz2s0 = 4964 (Olgllen
ortalama defer) ve Epsro = 18982 (6lgllen ortalama deger) kullanilmistir), asagidaki

karakteristik degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,19 mg/mL, antikor verimi: 46,0 mg (%92), her bir antikor
molekull igin konjuge edilmis ilac molekdllerinin (n} Ortak prosedur E ile délgulen
ortalama sayisi: 3,6 ve her bir antikor molekill igin kanjuge edilmis ilag molekillerinin

(n) Ortak prosedir F ile élgilen ortalama sayisi: 3,6.

[Ornek 12: hTINA1-H1L1 ADC (4) iiretimi]
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Proses 1: Antikor-ilag konjugati (4)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de iiretilen hTINA1-H1L1, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosediir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilmigtir)
ve Ortak prosedir C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (5,0 mL) bir 15 mL'lik
kaba toplanmistir, karistirarak bir sulu 1 M dipotasyum hidrojen fosfat ¢dzeltisi (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0813 mL) ile doldurulmusgtur ve akabinde 37°C'de 10 dakika boyunca
karistinlmigtir. Buna kanstirarak bir sulu 10 mM TCEP (Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) {0,162 mL; her bir antikor molekili igin 5,0 es-deder) eklenmesinden ve akabinde
gozeltinin 7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldugu konfirme edildikten sonra, antikor igindeki

mentese parcasindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca karigtirma ile indirgenmigtir.

Antikor ve ila¢ baglayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢ozelti 15°C'deki bir su
banyosu icinde 10 dakika boyunca karistirildiktan sonra, buna Ornek 9'un Proses
5'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini igeren bir dimetil sulfoksit ¢ozeltisi (0,382 mL; her
bir antikor molekili igin 12,0 es-deder) kademeli olarak damla damla eklenmistir ve
ilag baglayiclyl antikora konjuge etmek igin 15°C'lik bir su banyosu iginde 1 saat
boyunca kanstinimigtir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC g¢ozeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC)
(0,0418 mL; her bir antikor molekill igin 12,9 es-deder) buna eklenmistir ve ilag
baglayicinin reaksiyonunu durdurmak i¢in oda sicakliginda bir bagka 20 dakika

boyunca kanigtirilmigtir.
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Saflastirma: Yukarndaki ¢ozelti s6z konusu antikor-ila¢ konjugatini igeren hir ¢ozeltinin
21,0 mL'sini elde etmek icin Uretim yéntemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak proseddrler E ve F kullanilarak (ep2s0 = 4964 (Slgllen
ortalama deder) ve gparo = 18982 (dlgilen ortalama deger) kullanilmigtir), asagidaki

karakteristik degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,19 mg/mL, antikor verimi: 46,0 mg (%92), her bir antikor
molekdld i¢in konjuge edilmis ila¢ molekillerinin (n) Ortak proseddr E ile élgllen
ortalama sayisi: 7,0 ve her bir antikor molekill icin konjuge edilmis ilag molekllerinin

(n) Ortak prosedur F ile élglllen ortalama sayisi: 7,0.

[Referans Ornek 13: hRS7 ADC (5) uiretimi]
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Proses 1: Antikor-ilag konjugati (5)

Antikorun indirgenmesi: Referans Ormek 1'de (retilen hRS7, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,56 kullaniimigtir)
ve Ortak prosedir C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mLlik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmigtir. Cozelti (2,0 mL) bir 4 mL'lik tupe
toplanmigtir ve bir sulu 10 mM TCEP c¢oézeltisi {Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,0690 mL; her bir antikor molekdld igin 5,0 es-deder) ve bir sulu 1 M dipotasyum
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hidrojen fosfat ¢tzeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,100 mL) ile doldurulmustur. Cézeltinin
7.4 £ 0,1 olan pH'a sahip oldudu konfirme edildikten sonra, antikor icindeki mentese

parc¢asindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkibe etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ilag badlayici arasinda konjugasyon: Yukandaki ¢ozelti 15°C’deki bir su
banyosu iginde 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, buna Ornek 9'un Proses
5'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini iceren bir dimetil sulfoksit ¢ozeltisi (0,127; her bir
antikor molekdll icin 9,2 es-deder) eklenmistir ve ilag baglayiciyr antikora konjuge
etmek i¢in 15°C'deki bir su banyosu i¢inde 1 saat boyunca inkibe edilmistir. Sonra, bir
sulu 100 mM NAC cbzeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC) (0,6190 mL; her bir antikor
molekdld igin 13,8 es-deger) buna eklenmigtir ve ila¢ baglayicinin reaksiyonunu

durdurmak icin oda sicaklhidinda bir bagka 20 dakika boyunca karistiriimistir.

Saflastirma: Yukarndaki ¢ozelti s6z konusu antikor-ilag konjugatini igeren hir gézeltinin
9,0 mlL'sini elde etmek icin Uretim yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir E kullanilarak (ep 280 = 4964 (Slglilen ortalama
deder) ve eparo = 18982 (bicllen ortalama deder) kullanilmigtir), asagidaki karakteristik

degderler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,04 mg/mL, antikor verimi: 18,4 mg (%92) ve her bir antikor
molek{li igin konjuge edilmis ilag molekillerinin Ortak prosedir E ile dlgilen ortalama

sayisi (n): 6,2.

[Ornek 14: hTINA1-H1L1 ADC (6) iiretimi]
[Formul 30]
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Proses 1: ({N-[(9H-Floren-9-iimetoksi}karbenil]glisil}amino)metil asetat

N-9-florenilmetoksikarbonilglisilglisin (4,33 g, 12,2 mmol), tetrahidrofiiran (120 ml) ve
tolden (40,0 ml) iceren bir karisima, piridin {1,16 ml, 14,7 mmol) ve kursun tetraasetat
(6,84 g, 14,7 mmol) eklenmistir ve geri-akim altinda 5 saat boyunca isitilmistir.
Reaksiyon ¢ozeltisi oda sicakhigina sogutulduktan sonra, ¢dziinmeyen maddeler Celite
10 yoluyla filtrasyon ile uzaklastinimistir ve azaltiimis basing altinda konsantre edilmistir.
Elde edilen rezidller etil asetat icinde ¢dziindirilmuistiir ve su ve doymus tuzlu su ile

yikanmistir ve akabinde organik katman anhidréz magnezyum silfat (zerinde
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kurutulmustur. Céoziclh azaltlmis basing altinda cikarildiktan sonra, elde edilen
rezidller s6z konusu bilesigi bir renksiz kati madde (3,00 g, %67) olarak elde etmek
icin silika jel kolon kreamatografisi [hekzan : etil asetat = (hacim/hacim) 9 : 1 - etil asetat]
ile saflagtinimistir.

H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 2.07 (3H, s), 3.90 (2H, d, J=5.1 Hz), 4.23 (1H, t, J=7.0
Hz), 4.46 (2H, d, J=6.6 Hz), 5.26 (2H, d, J=7.0 Hz), 5.32 (1H, brs), 6.96 (1H, brs), 7.32
(2H, t, J=7.3 Hz), 7.41 {2H, t, J=7.3 Hz), 7.52 (2H, d, J=7.3 Hz), 7.77 (2H, d, J=7.3 Hz).

Proses 2: Benzil [({N-[(9H-Floren-9-ilmetoksi)karbonil]glisillamino)metoksi]asetat

Yukarida Proses 1'de elde edilen bilesigin (3,68 g, 10,0 mmol) ve benzil glikolatin (4,99
g, 30,0 mmol) bir tetrahidroflran {40,0 mL) ¢dzeltisine, potasyum ter-bltoksit {2,24 g,
20,0 mmol) 0°C'de eklenmistir ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca kanstirimistir.
Reaksiyon ¢ozeltisi 0°C'de etil asetat ve su ile doldurulmustur ve etil asetat ve
kloroform ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen organik katman sodyum silfat (izerinde
kurutulmustur  ve filtreden gegirilmistir.  Cdzucl azalhlmis basing altinda
uzaklastinimistir. Elde edilen rezidller dioksan (40,0 mL) ve su (10.0 mL) icinde
¢OzUndiralmistdr, sodyum hidrojen karbonat {1,01 g, 12,0 mmol) ve 9-florenilmetil
kloroformat (2,59 g, 10,0 mmol) ile doldurulmustur ve oda sicakhdinda 2 saat boyunca
karistirilmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi su ile doldurulmustur ve etil asetat ile ekstrakte
edilmigtir. Elde edilen organik katman sodyum silfat Gzerinde kurutulmustur ve filtreden
gegirilmigtir. Cozilch azaltilmis basing altinda uzaklastinlmistir ve elde edilen reziduler
s6z konusu bilesidi renksiz yadh madde (1,88 g, %40) olarak elde etmek igin silika jel
kolon kromatografisi [hekzan : etil asetat = (hacim/hacim) 10C : O - 0 : 100] ile
saflastinlmisgtir.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3) &: 3.84 (2H, d, J=5.5 Hz), 4.24 (3H, t, J=6.5 Hz), 4.49 (2H,
d, J=6.7 Hz), 4.88 (2H, d, J=6.7 Hz), 5.15-5.27 (1H, m), 5.19 (2H, s), 6.74 (1H, brs),
7.31-7.39 (TH, m), 743 (2H, t, J=7.4 Hz), 7.61 (2H, d, J=7.4 Hz), 7.79 (2H, d, J=7 4
Hz).

Proses 3: [({N-[(9H-Floren-9-ilmetoksi}karbonil]glisil}laminoc)metoksilasetik asit
Yukarida Proses 2'de elde edilen bilesik (1,88 g, 3,96 mmol) etanol (40,0 mL) ve etil

asetat (20,0 ml) icinde c¢ozandirilmusgtir. Paladyum karbon katalizéra (376 mg)

eklendikten sonra, bu oda sicakliginda hidrojen atmosferi altinda 2 saat boyunca
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kanstinlmistir. Cézinmeyen maddeler Celite yoluyla filtrasyon ile uzaklagtinimistir ve
¢ozlcu s6z konusu bilesigi bir renksiz kati madde (1,52 g, kantitatif) olarak elde etmek
icin azaltilmis basing altinda uzaklastiriimistir.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 3.62 (2H, d, J=6.3 Hz), 3.97 (2H, s), 4.18-4.32 (3H,
m), 4.60 (2H, d, J=6.7 Hz), 7.29-7.46 (4H, m), 7.58 (1H, t, J=5.9 Hz), 7.72 (2H, d, J=7 4
Hz), 7.90 (2H, d, J=7.4 Hz), 8.71 (1H, t, J=6.5 Hz).

Proses 4: 9H-Floren-9-ilmetil(2-{[(2-{[(1S,95}-9-etil-5-floro-3-hidroksi-4-metil-
10,13-diokso0-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-1-ilJamino}-2-
oksoetoksi)metilJamino}-2-oksoetil)karbamat

Buz ile sogutma altinda, ekzatekan mesilatin (0,283 g, 0,533 mmol), N-
hidroksistksinimidin (61,4 mg, 0,533 mmol) ve yukarnda Proses 3'te elde edilen
bilesigin (0,205 g, 0,533 mmol} bir N,N-dimetilformamid (10,0 mL) g¢gbzeltisine, N,N-
diizopropiletilamin (92,9 pL, 0,533 mmol) ve N,N'-disiklohekzilkarbodiimid (0,143 g,
0,693 mmol) eklenmigtir ve oda sicakhginda 3 gin boyunca kanstinimistir. Cozici
azaltimis basing altinda uzaklagtirlmistir ve elde edilen rezidiler s6z konusu bilesigi
bir solgun kahverengi renkte kati madde (0,352 g, %82) olarak elde etmek igin silika jel
kolon kromatografisi [kloroform - kloroformun baluntilenmis organik katmani ; metanol :
su = (hacim/hacim/hacim) 7 : 3 : 1] ile saflastinimistir.

H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) d: 0.81 (3H, t, J=7.4 Hz), 1.73-1.87 (2H, m), 2.06-2.20
(2H, m), 2.34 (3H, s), 3.01-3.23 (2H, m), 3.58 (2H, d, J=6.7 Hz), 3.98 (2H, s), 4.13-4.25
(3H, m), 4.60 (2H, d, J=6.7 Hz), 5.09-5.22 (2H, m), 5.32-5.42 (2H, m), 5.50-5.59 (1H,
m), 6.49 (1H, s), 7.24-7.30 (3H, m), 7.36 (2H, t, J=7.4 Hz), 7.53 (1H, t, J=6.3 Hz), 7.66
(2H, d, J=7.4 Hz), 7.75 (1H, d, J=11.0 Hz), 7.84 (2H, d, J=7.4 Hz), 8.47 (1H, d, J=8.6
Hz), 8.77 (1H, t, J=6.7 Hz).

MS (ESI) m/z: 802 (M+H)".

Proses 5: N-[(2{[(1S,98)-9-Etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-
2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-

blkuinolin-1-illJamino}-2-oksoetoksi)metil]glisinamid

Yukarida Proses 4'te elde edilen bilesgigin (0,881 g, 1,10 mmol} bir N,N-dimetilformamid

(11,0 mL) ¢dzeltisine, piperidin (1,1 mL) eklenmistir ve oda sicakliinda 2 saat boyunca
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kanstinlmistir. Cézicd séz konusu bilesidi iceren bir karisim elde etmek icin azaltilmis
basin¢ altinda uzaklastinlmistir. Kangim ilave saflagtirma olmadan sonraki reaksiyon

icin kullanimigtir.

Proses 6: N-[(9H-Floren-9-ilmetoksi)karbonil]glisilglisil-L-fenilalanin-N-[(2-
{[(18,95)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso0-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-
1H,12H-benzo[de]pirano[3",4":6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-1-ilJamino}-2-

oksoetoksiimetil]lglisinamid

Buz ile sogutma altinda, yukarnda Proses 5'te elde edilen karigimin (0,439 mmol), N-
hidroksistksinimidin {0,101 g, 0,878 mmol) ve N-[(9H-Floren-9-
ilmetoksi)karbonillglisilglisil-L-fenilalaninin ~ bir  N,N-dimetilformamid (50,0 mL)
gozeltisine (2002-60351 Numaral Yayinlanmig Japon Patenti; 0,440 g, 0,878 mmol),
N,N'-disiklohekzilkarbodiimid (0,181 g, 0,878 mmol)} eklenmistir ve oda sicakhidinda 4
giin boyunca kanstirdmistir. Cozicl azaltilmis basing altinda uzaklastinimistir ve elde
edilen rezidiler s6z konusu bilesigi bir solgun turuncu renkte katt madde (0,269 g,
%58) olarak elde etmek icin silika jel kolon kromatografisi [kloroform - kloroform :
metanol = (hacim/hacim) 9 : 1] ile saflastinimigtir.

MS (ESI) m/z: 1063 (M+H)".

Proses 7: Glisilglisil-L-fenilalanin-N-[(2-{[(1S,95}-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-
10,13-dicks0-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-blkuinolin-1-illamino}-2-

oksoetoksi}metillglisinamid

Yukarida Proses 6'da elde edilen bilesidin (0,269 g, 0,253 mmol} bir N,N-
dimetilformamid (4,00 mL) ¢dzeltisine, piperidin (0,251 mL, 2,53 mmol) eklenmistir ve
oda sicakhginda 2 saat boyunca kanstinlmistir. Cézlict s6z konusu bilesidi iceren bir
karisim elde etmek igin azaltlmis basing altinda uzaklastinimistir. Kansim ilave

saflagtirma olmadan sonraki reaksiyon igin kullaniimigtir.

Proses 8: N-[6-(2,5-Diokso-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il}hekzanoil]glisilglisil-L-
fenilalanin-N-[(2-{[(18,98)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-
2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-

blkuinolin-1-iljJamino}-2-oksoetoksi)metil]glisinamid
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Yukarida Proses 7'de elde edilen bilesidin (0,253 mmol) bir N,N-dimetilformamid (10,0
mL) ¢dzeltisine, N-suksinimidil 6-maleimid hekzanoat (0,156 g, 0,506 mmol) eklenmistir
ve oda sicakhginda 3 gun boyunca kangtinlmigtir. Cézuci azaltlmig basing altinda
uzaklagtiriimistir ve elde edilen rezidiiler séz konusu bilesidi bir solgun sari renkte kati
madde (0,100 g, %38) olarak elde etmek icin silika jel kolon kromatografisi [kloroform -
kloroform : metanol = (hacim/hacim) 9 : 1] ile saflagtinlmistir.

H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) d: 0.83 (3H, t, J=7.2 Hz), 1.09-1.21 (2H, m), 1.33-1.47
(4H, m), 1.75-1.90 (2H, m), 2.00-2.23 (4H, m), 2.36 (3H, s), 2.69-2.81 (1H, m), 2.94-
3.03 (1H, m), 3.06-3.22 (2H, m), 3.23-3.74 (8H, m), 3.98 (2H, s), 4.39-4.50 (1H, m),
4.60 (2H, d, J=6.7 Hz), 5.17 (2H, s), 5.39 (2H, s), 5.53-5.61 (1H, m), 6.50 (1H, s), 6.96
(2H, s), 7.11-7.24 (5H, m), 7.28 {1H, s), 7.75 (1H, d, J=11.0 Hz), 7.97 (1H, t, J=5.7 Hz),
8.03 (1H, t, J=5.9 Hz), 8.09 (1H, d, J=7.8 Hz), 8.27 (1H, t, J=6.5 Hz), 8.48 (1H, d, J=9.0
Hz), 8.60 (1H, t, J=6.5 Hz).

MS (ESI) m/z: 1034 (M+H)".

Proses 9: Antikor-ilag konjugati (6)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de Uretilen hTINA1-H1L1, Uretim yéntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilmistir)
ve Ortak prosedir C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (10,0 mL) bir 50 mL'lik
tlipe toplanmistir ve bir sulu 10 mM TCEP g¢o6zeltisi (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,317 mL; her bir antikor molekull igin 4,6 es-deger) ve bir sulu 1 M dipotasyum
hidrojen fosfat ¢6zeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 mL) ile doldurulmustur. Cézeltinin
7.4 £ 0,1 olan pH'a sahip oldudu konfirme edildikten sonra, antikor icindeki mentese

par¢asindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkiube etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ila¢ badlayic) arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢dzelti normal sicakligindaki
bir su banyosu iginde 10 dakika boyunca inkibe edildikten sonra, buna bir dimetil
sillfoksit {0,567) eklenmistir. Bunu takiben, yukarida Proses 8'de elde edilen bilesidin
10 mM'ini igeren bir dimetil silfoksit ¢ozeltisi (0,635 mL; her bir antikor molekilil igin
9,2 es-deder) buna eklenmistir ve ila¢ baglayiclyr antikora konjuge etmek icin oda
sicakhginda 40 dakika boyunca bir tip rotatdr kullamlarak kanstinlmistir. Sonra, bir
sulu 100 mM NAC c¢dzeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC) (0,127 mL; her bir antikor
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molekdlld igin 18,4 es-deder) buna eklenmistir ve ilag baglayicinin reaksiyonunu

durdurmak icin oda sicakhiginda bir bagka 20 dakika boyunca kanstinlmistir.

Saflagtirma: Yukarnidaki ¢ozelti sdz konusu antikor-ilag konjugatini igeren bir ¢ézeltinin

5 350 mL'sini elde etmek igin Uretim yéntemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflagtirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
ybntemi 1'de tarif edilen Ortak prosedur E kullanilarak (gp280 = 5178 (Olglilen ortalama
deger) ve epsr = 20217 (Olglilen ortalama deder) kullanilmistir), asadidaki karakteristik
degerler elde edilmistir.

10

Antikor konsantrasyonu: 2,70 mg/mL, antikor verimi: 94,5 mg (%95) ve her bir antikor
molekill icin konjuge edilmis ilag molekillerinin Ortak proseddr E ile dlgulen ortalama

saylisi (n): 6,4.

15 [Ornek 15: hTINA1-H1L1 ADC (7) iiretimi]
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Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de dretilen hTINA1-H1L1, Uretim yéntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullaniimigtir)
ve Ortak prosedar C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmigtir. Cozelti (2,0 mL) bir 4 mL'lik tipe
toplanmigtir ve bir sulu 10 mM TCEP ¢ozeltisi {Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,0690 mL; her bir antikor molekiili igin 5,0 es-deder) ve bir sulu 1 M dipotasyum
hidrojen fosfat ¢dzeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0299 mL) ile doldurulmustur. Cozeltinin
7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldudu konfirme edildikten sonra, antikor icindeki mentese

parcasindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ila¢ baglayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢ozelti 15°C'deki bir su
banyosu icinde 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, buna Ornek 14'n Proses
8'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini igeren bir dimetil sUlfoksit ¢ozeltisi (0,127; her bir
antikor molekili icin 9,2 eg-deder) eklenmistir ve ilag baglayiciyl antikora konjuge
etmek igin 15°C'deki bir su banyosu iginde 1 saat boyunca inkibe edilmistir. Sonra, bir
sulu 100 mM NAC cobzeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC) (0,06190 mL; her bir antikor
moleklli igin 13,8 es-deger) buna eklenmigtir ve ilag baglayicinin reaksiyonunu

durdurmak icin oda sicakhidinda bir bagka 20 dakika boyunca kanstinlmistir.

Saflastirma: Yukarndaki ¢ozelti s6z konusu antikor-ilag konjugatini igeren hir gézeltinin
9,0 mlL'sini elde etmek icin Uretim yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedur E kullanilarak (sp2s0 = 5178 (6lglilen ortalama
deder) ve eparo = 20217 (blcllen ortalama deder) kullanilmigtir), asagidaki karakteristik

degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,04 mg/mL, antikor verimi: 18,4 mg (%92) ve her bir antikor
molek(li igin konjuge edilmis ilag molekillerinin Ortak proseddr E ile dlgllen ortalama

sayisi (n): 5,7.

[Ornek 16: hTINA1-H1L1 ADC (8) iiretimi]
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Proses1: Antikor-ilag konjugati (8)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de iiretilen hTINA1-H1L1, Uretim yéntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanmilmigtir)
ve Ortak prosedur C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (30,0 mL) bir 100 mL'lik
kaba toplanmistir, karistirarak bir sulu 1 M dipotasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,4875 mL) ile doldurulmustur ve akabinde 37°C'de 10 dakika boyunca
karistinimistir. Buna karistirarak bir sulu 10 mM TCEP (Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) (0,9721 mL; her bir antikor molekill igin 5,0 es-deger) eklenmesinden ve
akabinde ¢dzeltinin 7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldugu kenfirme edildikten sonra, antikor
igcindeki mentese pargasindaki disdlfit bag 37°C'de 1 saat boyunca kanstirma ile

indirgenmistir,

Antikor ve ilag baglayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki gozelti 15°C'deki bir su
banyosu iginde 10 dakika boyunca karistirildiktan sonra, buna Ornek 14'Un Proses
8'inde elde edilen bilegigin 10 mM'ini igeren bir dimetil silfoksit ¢bzeltisi (2,33 mL; her
bir antikor molekili icin 12,0 es-deger) kademeli olarak damla damla eklenmigtir ve
ila¢g baglayiciyr antikora konjuge etmek icin 15°C'lik bir su banyosu icinde 1 saat
boyunca kanstirlmistir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC ¢dzeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC)
(0,251 mL; her bir antikor molekuli icin 12,9 es-deder) buna eklenmistir ve ilag
baglayicinin reaksiyonunu durdurmak igin oda sicakliginda bir bagka 20 dakika

boyunca kanstinimistir.
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Saflastirma: Yukaridaki ¢bzelti séz konusu antikor-ila¢ konjugatini igeren bir cozeltinin
98,0 mL'sini elde etmek icin Uretim yéntemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanillarak saflagtirmaya tabi tutulmustur. Akabinde, ¢dzelti s6z konusu antikor-ilag
konjugatini iceren bir ¢dzeltinin 17,5 mL'sini elde etmek igin Uretim ydntemi 1'de tarif

edilen Ortak prosedur A'va gore konsantre edilmistir.

Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim y&ntemi 1'de tarif edilen Ortak proseddrler E ve
F kullanilarak (ep2s0 = 5178 (Olclilen ortalama deger) ve gpso= 20217 (Blgllen
ortalama deger) kullaniimistir), agagidaki karakteristik degerler elde edilmigtir. Antikor
konsantrasyonu: 14.6 mg/mL, antikor verimi: 256 mg (85%), her bir antikar molekdlu
icin konjuge edilmis ila¢ molekullerinin {n} Ortak prosedir E ile dl¢culen ortalama sayisi:
6,7 ve her bir antikor molekdll icin konjuge edilmis ilag molekillerinin (n) Ortak

prosedir F ile dlgulen ortalama sayisi: 7,0.

[Ornek 17: hTINA1-H1L1 ADC (9) iiretimi]
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Proses 1: Antikor-ilag konjugati (9)

Antikorun indirgenmesi: Ormek 7'de Gretilen hTINA1-H1L1, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedlr B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi alarak 1,54 kullanilmistir)
ve Ortak prosedur C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (5,0 mL) bir 15 mL'lik
kaba toplanmistir, karigtirarak bir sulu 1 M dipotasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0813 mL) ile doldurulmustur ve akabinde 37°C'de 10 dakika boyunca
karnistinlmigtir. Buna kanistirarak bir sulu 10 mM TCEP {Tokyo Chemical Industry Co.,
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Ltd.) (0,0778 mL; her bir antikor molekdll icin 2.4 es-defer) eklenmesinden ve
akabinde ¢ozeltinin 7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldugu konfirme edildikten sonra, antikor
icindeki mentese pargasindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca kangtirma ile

indirgenmistir.

Antikor ve ilag baglayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢ozelti 15°C'deki bir su
banyosu iginde 10 dakika boyunca karistirildiktan sonra, buna Ornek 14'in Proses
8'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini igeren bir dimetil stilfoksit ¢zeltisi (0,162 mL; her
bir antikor malekuld igin 5,0 es-deder) kademeli olarak damla damla eklenmigtir ve ilag
badlayiciyi antikora konjuge etmek igin 15°C'lik bir su banyosu icinde 1 saat boyunca
kanstinlmigtir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC ¢oézeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC) {(0,0418
mL; her bir antikor malekill icin 12,9 es-deder) buna eklenmisgtir ve ilag badlayicinin
reaksiyonunu durdurmak igin oda sicakhdinda bir baska 20 dakika boyunca

karistirilimistir,

Saflastirma: Yukandaki ¢gozelti s6z konusu antikor-ilag konjugatini igeren bir gozeltinin
21,0 mL'sini elde etmek igin Uretim yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflagtirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedurler E ve F kullanilarak (ep2s0 = 5178 (Slgllen
ortalama deder) ve epzro = 20217 (Olgllen ortalama deder) kullanilmistir), asagdidaki

karakteristik degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,26 mg/mL, antikor verimi: 47,5 mg (%95), her bir antikor
molekidld igin konjuge edilmis ilag molekillerinin (n) Ortak prosedidr E ile élgilen
ortalama sayisi: 3,5 ve her bir antikor molekili icin konjuge edilmis ilag molekillerinin

(n) Ortak prosedur F ile élgilen ortalama sayisi: 3,6.

[Referans Ornek 18: hRS7 ADC (10) liretimi]
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Formul B4
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Proses 1: Antikor-ila¢ konjugati (10)

Antikorun indirgenmesi: Referans Ornek 1'de (retilen hRS7, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedlr B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,56 kullaniimigtir)
ve Ortak prosedir C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazilanmigtir. Cozelti (2,0 mL) bir 4 mL'lik tupe
toplanmigtir ve bir sulu 10 mM TCEP ¢ozeltisi {Tokyo Chemical Industry Co., Lid.)
(0,0690 mL; her bir antikor molekdll igin 5,0 es-deder) ve bir sulu 1 M dipotasyum
hidrojen fosfat ¢dzeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,0299 mL) ile doldurulmustur. Cozeltinin
7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldugu konfirme edildikten sonra, antikor igindeki mentese

parcasindaki disllfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ila¢g baglayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢ozelti 15°C'deki bir su
banyosu icinde 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, buna Ornek 14'ln Proses
8'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini iceren bir dimetil stlfoksit ¢dzeltisi (0,1269; her bir
antikor molekdll icin 9,2 es-deger) eklenmigtir ve ilag baglayiciyl antikora konjuge
etmek icin 15°C'deki bir su banyosu iginde 1 saat boyunca inkibe edilmistir. Sonra, bir
sulu 100 mM NAC ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC) (0,0190 mL; her bir antikor
molekill igin 13,8 es-defer) buna eklenmistir ve ilag baglayicinin reaksiyonunu

durdurmak icin oda sicakhiginda bir bagka 20 dakika boyunca kanstinlmistir.

Saflagtirma: Yukarnidaki ¢ozelti sdz konusu antikor-ilag konjugatini igeren bir ¢ézeltinin
9,0 mL'sini elde etmek icin Uretim yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedur D
kullanilarak saflagtirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim

yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir E kullanilarak (£p 280 = 5178 (Olglilen ortalama
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deder) ve eparo = 20217 (6lcllen ortalama deder) kullanilimigtir), asagidaki karakteristik

degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,07 mg/mL, antikor verimi: 18,6 mg (%93) ve her hir antikor

5 moleklli icin konjuge edilmis ilag molekullerinin Ortak proseddr E ile dlculen ortalama

saylsi (n): 5,6.
[Ornek 19: hTINA1-H1L1 ADC (11) iiretimi]
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Proses 1: ter-Butil [2-(2-{[(1S,95)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-
15 2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4"6,7]indolizino[1,2-

blkuinolin-1-ilJamino}-2-oksoetoksi)etillkarbamat



10

15

20

25

30

133

Ekzatekan mesilat {3,10 g, 5,47 mol), sdz konusu bilesidi bir solgun sarl renkte kati
madde (2,56 g, %73) olarak elde etmek i¢in 4-(ter-Butoksikarbonilamino)butanoik asit
yerine {2-[(ter-Butoksikarbonilyamino]etoksilasetik asit (J. Med. Chem., 1992, Vol. 35,
p. 2928; 1,55 g, 6,01 mmol) kullanilarak Ornek 1'in Proses 1'i ile ayni sekilde
reaksiyona sckulmustur.

H-NMR (400 MHz, DMSOQO-ds) &: 0.87 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.26 (9H, s), 1.81-1.91 (2H,
m), 2.13-2.22 (2H, m), 2.40 (3H, s), 3.08-3.26 (4H, m), 3.43-3.53 (2H, m), 4.00 (1H, d,
J=15.1Hz),4.05(1H, d, J = 15.1 Hz), 5.14 (1H, d, J = 18.7 Hz), 5.22 (1H, d, J = 18.7
Hz), 5.40 (1H, d, J = 16.6 Hz), 5.44 {1H, d, J = 16.6 Hz), 5.59-5.66 (1H, m), 6.53 (1H,
s), .86 (1H, t, J =54 Hz), 7.31 (1H, s), 7.79 (1H, d, J = 10.9 Hz), 8.49 (1H, d, J = 9.1
Hz).

MS {(APCI) m/z: 637 (M+H)".

Proses 2: 2-(2-Aminoetoksi)-N-{(15,98)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-
diokso-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-
blkuineclin-1ilasetamid trifloroasetat

Yukarida Proses 1'de elde edilen bilesik (1,50 g, 2,36 mol), s6z konusu bilesidi bir
solgun sari renkte katl madde (1,50 g, kantitatif) olarak Ornek 1'in Proses 2'si ile ayni
sekilde reaksiyona sokulmustur.

H-NMR (400 MHz, DMSQO-ds) &: 0.87 (3H, t, J = 7.5 Hz), 1.81-1.92 (2H, m), 2.15-2.23
(2H, m), 2.41 (3H, s), 3.05 (2H, t, J = 5.1 Hz), 3.15-3.23 (2H, m), 3.71 {(2H, t, J = 5.1
Hz), 4.10 (2H, s), 5.19 (1H, d, J = 18.7 Hz), 5.24 (1H, d, J = 18.7 Hz), 5.43 (2H, s),
5.58-5.66 (1H, m), 6.55 (1H, s), 7.33 (1H, s), 7.73-7.84 (4H, m), 8.55 (1H, d, J = 9.1
Hz).

MS (APCI) m/z: 537 (M+H)".

Process 3: N-(ter-Butoksikarbonillglisilglisil-L-fenilalanin-N-[2-(2-{[{1S,9S5)-9-etil-
5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso0-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3',4':6,7]indolizino[1,2-blkuinolin-1-illamino}-2-

oksoetoksietillglisinamid

Yukarida Proses 2'de elde edilen bilesik (554 mg, 0,85 mmol), s6z konusu bilesigi (775
mg, %95) elde etmek icin Ornek 1'in Proses 3'0 ile aym sekilde reaksiyona

sokulmustur.
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H-NMR (400 MHz, DMSO-de) 5: 0.85 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.36 (9H, s), 1.78-1.89 (2H,
m), 2.13-2.22 (2H, m), 2.39 (3H, s), 2.71 (1H, dd, J = 13.4, 9.8 Hz), 2.95 (1H, dd, J =
13.4, 4.3 Hz), 3.09-3.23 (1H, m), 3.23-3.32 (2H, m), 3.40-3.62 (8H, m), 3.73 (1H, dd, J
= 16.5, 5.5 Hz), 4.03 (2H, s), 4.39-4.47 (1H, m), 5.17 (1H, d, J = 18.9 Hz), 5.25 (1H, d,
J =18.9 Hz), 5.41 (1H, d, J = 16.8 Hz), 5.45 (1H, d, J = 16.8 Hz), 5.57-5.64 (1H, m),
6.54 (1H, s), 8.99 (1H, t, J = 5.8 Hz), 7.13-7.26 (5H, m), 7.31 (1H, s), 7.76-7.82 (2H,
m), 7.90 (1H, t, J = 5.2 Hz), 8.13 (1H, d, J = 7.9 Hz), 8.27 (1H, t, J = 5.8 Hz), 8.49 (1H,
d, J = 8.5 Hz).

MS (APCI) m/z: 955 (M+H)".

Proses 4: Glisilglisil-L-fenilalanin-N-[2-(2-{[(1S,9S)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-
metil-10,13-diokso-2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-
benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]kuinolin-1-ilJamino}-2-

oksoetoksi)etillglisinamid trifloroasetat

Yukarida Proses 3'te elde edilen bilesik {630 mg, 0,652 mmol), s6z konusu bilesidi
(588 mg, %92) elde etmek igin Omek 1'in Proses 4'U ile ayni sekilde reaksiyona
sokulmustur.

H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 0.86 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.79-1.90 (2H, m), 2.13-2.22
(2H, m), 2.39 (3H, s), 2.71 {1H, dd, J = 13.4, 10.1 Hz), 2.99 (1H, dd, J = 13.4, 4.3 Hz),
3.09-3.23 {1H, m), 3.24-3.32 (3H, m), 3.41-3.71 (7H, m), 3.86 (1H, dd, J = 16.8, 5.8
Hz), 4.04 (2H, s), 4.52 (1H, td, J = 9.0, 4.1 Hz), 517 (1H, d, J = 18.9 Hz), 5.25 {1H, d, J
=18.9 Hz), 5.41 (1H, d, J = 16.5 Hz), 5.45 (1H, d, J = 16.5 Hz), 5.56-5.65 (1H, m), 6.55
(1H, s), 7.13-7.26 (5H, m), 7.32 (1H, s), 7.80 (1H, d, J = 11.0 Hz), 7.87-8.01 (4H, m),
8.29-8.36 (2H, m), 8.46-8.55 (2H, m).

MS (APCI) m/z: 855 (M+H)".

Proses 5: N-[6-(2,5-Diokso-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il}jhekzanail]glisilglisil-L-
fenilalanil-N-[2-(2-{[(1S,95)-9-etil-5-floro-9-hidroksi-4-metil-10,13-diokso-
2,3,9,10,13,15-hekzahidro-1H,12H-benzo[de]pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-

b]kuinolin-1-illamino}-2-oksoetoksi)etil]glisinamid

Yukarida Proses 4'te elde edilen bilesik (240 mg, 0,247 mmol), s6z konusu bilesigi
(162 mg, %62) elde etmek icin, diizopropiletilamin yerine trietilamin (31,4 pL, 0,22

mmol} ve N-suksinimidil 3-(2-(2-(3-maleinimidpropanamid)etoksi)etoksi)propancat
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yerine N-siksinimidil 6-maleimid hekzanoat (95,3 mg, 0,31 mmol) kullanilarak Ornek
1'in Proses 5'i ile ayni sekilde reaksiyona sokulmugtur.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) d: 0.86 (3H, t, J = 7.6 Hz), 1.13-1.22 (2H, m), 1.40-1.51
(4H, m), 1.78-1.90 (2H, m), 2.09 (2H, t, J = 7.6 Hz), 2.14-2.21 (2H, m), 2.39 (3H, s),
2.74 (1H,dd, J=13.6, 9.7 Hz), 2.96 (1H, dd, J = 13.6, 4.5 Hz), 3.08-3.24 (1H, m), 3.24-
3.30 (1H, m), 3.33-3.40 (4H, m), 3.47-3.68 {7H, m), 3.72 (1H, dd, J = 16.6, 5.7 Hz),
4.03 (2H, s), 442 (1H, td, J = 8.6, 4.2 Hz), 517 (1H, d, J = 18.7 Hz), 5.25 (1H, d, J =
18.7 Hz), 540 (1H, d, J = 17.2 Hz), 544 (1H, d, J = 17.2 Hz), 5.57-5.64 {1H, m), 6.52
(1H, s), 6.99 (2H, s), 7.13-7.25 (bH, m), 7.31 (1H, 8), 7.74-7.81 (2H, m), 7.99 (1H, t, J =
5.7 Hz), 8.03-8.11 (2H, m), 8.22 (1H, t, J = 5.7 Hz), 8.47 (1H, d, J = 9.1 Hz).

MS (APCI) m/z: 1048 (M+H)".

Proses 6: Antikor-ilag konjugati (11)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de diretilen hTINA1-H1L1, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilimistir)
ve Ortak prosedar C kullanilarak PBSG6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti (3,0 mL) bir 15 mL'lik
kaba toplanmistir, karistirarak bir sulu 1 M dipotasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (Nacalai
Tesque, Inc.; 0,0488 mL) ile doldurulmustur ve akabinde 37°C'de 10 dakika boyunca
karistinimistir. Buna kanstirarak bir sulu 10 mM TCEP (Tokyo Chemical Industry Co.,
Ltd.) (0,0972 mL; her bir antikor molekill icin 5,0 es-deger) eklenmesinden ve
akabinde ¢dzeltinin 7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip oldugu konfirme edildikten sonra, antikor
icindeki mentese parcasindaki disilfit ba§ 37°C'de 1 saat boyunca karnistirma ile

indirgenmigtir.

Antikor ve ilag baglayici arasinda konjugasyon: Yukandaki gozelti 15°C'deki bir su
banyosu iginde 10 dakika boyunca karistirildiktan sonra, buna Ornek 11'in Proses
8'inde elde edilen bilesigin 10 mM'ini igeren bir dimetil stlfoksit ¢gozeltisi (2,3333 mL;
her bir antikor molekiilil igin 12,0 es-degder) kademeli olarak damla damla eklenmistir ve
ilag baglayiciyr antikora konjuge etmek igin 15°C'lik bir su banyosu iginde 1 saat
boyunca karistirilmistir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC c¢ézeltisi (Sigma-Aldrich Co. LLC)
(C,0251 mL; her bir antikor molekald icin 12,9 es-dedger) buna eklenmigtir ve ilac
baglayicinin reaksiyonunu durdurmak i¢in oda sicakliginda bir bagka 20 dakika

boyunca kanigtinlmgtir.
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Saflastirma: Yukarndaki ¢ozelti s6z konusu antikor-ila¢ konjugatini igeren hir ¢ozeltinin
14 mlL'sini elde etmek icin Uretim ydntemi 1'de tarif edilen Ortak prosedir D
kullanilarak saflastirmaya tabi tutulmustur. Fizikokimyasal karakterizasyon: Uretim
S yontemi 1'de tarif edilen Ortak prosedurler E ve F kullanilarak (gp2s0 = 5193 (Glgulen
ortalama deder) ve gparo = 20347 (dlgilen ortalama deger) kullanilmigtir), asagidaki

karakteristik degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 1,93 mg/mL, antikor verimi: 27,0 mg (%90), her bir antikor
10 molekdlld icin konjuge edilmis ilag molekdllerinin (n} Ortak prosedir E ile dlgllen
ortalama sayisi: 7,1 ve her bir antikor molekili icin konjuge edilmis ilag molekllerinin

(n) Ortak prosedur F ile élglllen ortalama sayisi: 7,0.

[Referans Ornek 2; hRS7-CL2A-SN38 (12) iiretimi]
15
[Forml 36]

hRS7

200  Proses 1: Antikor-ilag konjugati (12)
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Antikorun indirgenmesi: Referans Ornek 1'de (retilen hRS7, Uretim ydntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullaniimigtir)
ve Ortak prosedar C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazirlanmigtir. Cézelti (10,0 mL) bir 50 mL'lik
tipe toplanmistir ve bir sulu 10 mM TCEP ¢oézeltisi (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
(0,317 mL; her bir antikor molekill igin 4,6 es-deger) ve bir sulu 1 M dipotasyum
hidrojen fosfat gozeltisi (Nacalai Tesque, Inc.; 0,500 mL) ile doldurulmustur. Cozeltinin
7.4 £ 0,1 olan pH'a sahip oldudu konfirme edildikten sonra, antikor icindeki mentese

parcasindaki disulfit bag 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ila¢ badlayici arasinda konjugasyon: Yukaridaki ¢dzelti normal sicakligindaki
bir su banyosu iginde 10 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra, buna bir dimetil
sulfoksit {0,567 mL) eklenmigtir. Bunu takiben, 2011/0293513 Numarah ABD Patent
Yayini'na gdre sentezlenmis CL2A-SN38'in 10 mM'ini iceren bir dimetil silfoksit
cozeltisi (0,635 mL; her bir antikor moleklil igin 9,2 es-deder) buna eklenmistir ve ilag
badlayiclyl antikora konjuge etmek icin oda sicakhginda 40 dakika boyunca bir tip
rotatdr kullanilarak karnistiriimigtir. Sonra, bir sulu 100 mM NAC ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich
Co. LLC) (0,127 mL; her bir antikor molekill icin 18,4 eg-deder) buna eklenmistir ve
ilag bagdlayicinin reaksiyonunu durdurmak icin oda sicakhdinda bir baska 20 dakika

boyunca karistinlmistir,

Saflagtirma: Yukaridaki reaksiyon gdzeltisi Uretim yonteminin Ortak prosediirii D'de
tarif edilen jel filtrasyonuna ve saflastirmaya tekrarli bir sekilde iki kere tabi tutulmustur
ve bunu takiben benzer bir sekilde polisorbat 80 {%0,01) iceren 25 mM trehaloz
¢ozeltisi kullamlarak NAP-25 kolonu ile jel filirasyonu saflagtirmasina tabi tutulmustur.
Akabinde, elde edilen eluat (35 mL) dondurarak-kurutulmustur. Fizikokimyasal
karakterizasyon: Dondurarak kurutulmadan énce eluat igin Uretim ydntemi 1'de tarif

edilen Ortak prosedir E kullanilarak, asagidaki karakteristik degerler elde edilmistir.

Antikor konsantrasyonu: 2,78 mg/mL, antikor verimi: 97,3 mg (%97) ve her bir antikor

molekill igin konjuge edilmis ilag molekillerinin ortalama sayisi (n): 5,6.

[Ornek 20: hTINA1-H1L1 ADC (13) iiretimi]
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Proses 1: Antikor-ilag konjugati (13)

Antikorun indirgenmesi: Ornek 7'de dretilen hTINA1-H1L1, Uretim yéntemi 1'de tarif
edilen Ortak prosedir B (280 nm'de absorpsiyon kat sayisi olarak 1,54 kullanilmigtir)
ve Ortak prosedar C kullanilarak PBS6,0/EDTA ile 10 mg/mL'lik antikor
konsantrasyonuna sahip olacak sekilde hazidanmigtir. Cozelti (100 mL) bir 250 mL'lik
polikarbonat Erlenmeyer flask igine yerlestirilmigtir, bir manyetik kanstinc kullanilarak
kanstinlarak oda sicakliginda bir sulu 1 M dipotasyum hidrojen fosfat (1,4 mL) ¢bzeltisi
ile doldurulmustur ve akabinde bir sulu 10 mM TCEP (1,62 mL; her bir antikor molek(li
icin 2,5 es-deger) ile doldurulmustur. Cozeltinin 7,0 £ 0,1 olan pH'a sahip olugu
konfirme edildikten sonra, karistirma durdurulmustur ve antikor icindeki mentege

parcasindaki disdlfit bag 37°C'de 2 saat boyunca inkibe etme ile indirgenmistir.

Antikor ve ila¢ baglayici arasinda konjugasyon: Yukandaki ¢dzelti 15°C'ye
sogutulduktan sonra, DMSO (3,24 mL) buna karistirarak kademeli olarak damla damla
eklenmistir. Bunu takiben, buna Ornek 14'(in Proses 8'inde elde edilen bilesigin 10
mM'ini igeren bir DMSO g¢dzeltisi (1,76 mL; her bir antikor molekuld igin 5,0 es-deger)
kademeli olarak damla damla eklenmistir. Bu c¢dzelti antikor baglayiciyr antikora
konjuge etmek icin 15°C'de 1 saat boyunca kanstirnilmigtir. Sonra, kangtirarak buna bir
sulu 100 mM NAC ¢dzeltisi {0,324 mL; her bir antikor molekild igin 5,0 es-deger)
eklenmistir ve reaksiyona sokulmamis ilag baglayicinin reaksiyonunu durdurmak igin

oda sicakhiginda bir bagka 20 dakika boyunca inklibe edilmistir.
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Saflastirma: %20'lik sulu asetik asit ¢bzeltisi (yaklagik 0,52 mL) ve ABS (100 mL),
¢ozeltinin pH'im1 5,5 £ 0,1'e ayarlamak icin karistirarak yukandaki ¢dzeltiye kademeli
olarak eklenmigtir. Bu ¢dzelti, beyaz turbiditeyi uzaklagtirmak ve bir filtratin yaklagik
200 mL'sini elde etmek icin mikro-filtrasyona (0,45 pm, PVDF membran) tabi
tutulmustur. Bu filtrat, bir ultrafiltrasyon membranindan {Merck Japan, Pellicon XL
Cassette, Ultracell 30 KDa), bir tip pompasindan (Cole-Parmer International,
MasterFlex Pompa modeli 77521-40, Pompa basi modeli 7518-00) ve bir tiipten (Cole-
Parmer International, MasterFlex Tube L/$16) olusan bir ultrafiltrasyon aparati
kullanilarak ultrafilirasyon saflagtirmaya tabi tutulmustur. Spesifik olarak, ABS
reaksiyon cozellisine saflastirma igin bir tampon ¢dzeltisi olarak damla damla
eklenirken (toplamda 1600 mL), ultrafiltrasyon saflagtirma konjuge edilmemis ilac
badlayicilanini ve dider distk-molekller-agirlikh reaktifleri uzaklastirmak ayni zamanda
tampon ¢ozeltisini ABS ile dedistirmek ve ¢ozeltiyi ilaveten konsantre etmek igin
gerceklestiriimistir. Elde edilen saflastinimis ¢ézelti, s6z konusu antikor-ilag konjugatini
iceren bir ¢dzeltinin 88 mL'sini elde etmek igin mikrofiltrasyona (0,22 um, PVDF

membran) tabi tutulmustur.

Fizikokimyasal karakterizasyon: Ortak prosedir E ve Ortak prosedir F kullanilarak,
(€p2sc = 5178 ve gparo = 20217 kullanilmistir), asadidaki karakteristik degerler elde

edilmistir,

Antikor konsantrasyonu: 9,96 mg/mL, antikor verimi; 876 mg (%88), her bir antikor
moleklli igin konjuge edilmig ilag molekillerinin (n) Ortak prosedir E ile &lgilen
ortalama sayisi: 3,8 ve her bir antikor molekiill icin konjuge edilmis ilag molekiillerinin

(n) Ortak prosedur F ile 6lculen ortalama sayisi: 3,8.

[Ornek 21: ADC'nin anti-timér etkisinin degerlendiriimesi]

21-a) ADC - (1)'in anti-timér etkisi

Fare: 5- ila 6-haftalik disi BALB/c-nu/nu fareleri (Charles River Laboratories Japan,
Inc.) deneyde kullaniimadan énce SPF kosullar altinda 4 ila 7 gin boyunca ortama
alistinlmigtir. Fareler sterilize edilmig kati besin (FR-2, Funabashi Farms Co., Ltd} ile
beslenmigtir ve farelere (5 ila 15 ppm sodyum hipoklorit ¢dzeltisinin eklenmesi ile

hazirlanmis) sterilize edilmis musluk suyu verilmistir.
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Analiz ve hesaplama ifadesi: TUm calismalarda, timdrin majér ekseni ve mindr ekseni
bir elektronik dijital ¢cap dlger (CD-15C, Mitutoyo Corp.) kullanilarak haftada iki kere
Olgilmusgtir ve tlimdér hacmi (mm3) hesaplanmistir. Hesaplama ifadesi asadida

gosterildigi sekildedir.

Timaor hacmi (mm®) = 1/2 x Major eksen (mm) x [Mindr eksen (mm)]?

Antikor-ilag konjugatlarinin timu fizyolojik salin (Otsuka Pharmaceutical Factary, Inc.)
ile seyreltiimistir ve her bir farenin kuyruguna intravendz uygulama icin 10 mL/kg olan
bir hacimde kullaniimistir. Bir insan kolorektal kanser hucresi hatti CCLOZ205
ATCC'den satin alinmistir ve fizyolojik salin i¢inde slspanse edilmigtir. Slspansiyonun
2 x 10° hicresi her bir disi BALB/c-nu/nu faresinin sa§ abdominine subkitan olarak
nakledilmistir (Gin Q) ve fareler Gin 7'de rastgele gruplandinimigtir. Antikor-ilag
konjugat (1), (8) veya (12) Glnler 7'de, 14'te ve 21'de her bir farenin kuyruguna 10
mg/kg olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir. Konjuge edilmemis hTINA1-
H1L1 antikorunun ve hRS7 antikorunun her biri yukandaki ile ayni yol yoluyla 25 mg/kg
olan bir dozda bir negatif kontrol olarak uygulanmigtir. Antikor-ila¢ konjugatinin {1) veya
(6) uygulanmasi, antikor-ilag konjugatinin {12) uygulanmasina kiyasla timér hacmini
goze carpan bir sekilde kiglUltmistir ve antikor-ilag konjugatlarninin her ikisi de hir
tiimor blylUmesi inhibitor etki uygulamistir (Sekil 13). Sekilde, apsis glinlerin sayisini

gosterir ve ordinat timdr hacmini gosterir.

21-b) ADC - (2)'nin anti-tiimor etkisi

ATCC'den satin alinmis olan bir insan pankreatik adenokarsinom hucresi hatti Bx-PC3
her bir disi BALB/c-nu/nu faresine nakledilmistir ve bir solid timor grefti olarak ilaveten
gecirilmigtir. Bu timodr grefti her bir disi BALB/c-nu/nu faresinin sagd abdominine
subkiitan olarak nakledilmigtir (Giin 0) ve fareler Gin 16'da rastgele gruplandiriimistir.
Antikor-ilag konjugati {1), (6) veya (12) Giinler 16'da, 23'te ve 30'da her bir farenin
kuyruguna 10 mg/kg olan bir dozda intraventz olarak uygulanmistir. Konjuge
edilmemis hTINA1-H1L1 antikorunun ve hRS7 antikorunun her biri yukandaki ile ayni
yol yoluyla 25 mg/kg olan bir dozda bir negatif kontrol olarak uygulanmigtir. Antikor-ilac

konjugatinin (1) veya (6) uygulanmasi, antikor-ila¢ konjugatinin (12) uygulanmasina
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kiyasla timér hacmini gdze carpan bir gekilde kdg¢lltmistir ve antikor-ilag

konjugatlarinin her ikisi de bir timoér bayamesi inhibitdr etki uygulamistir (Sekil 14).

21-c) ADC - (3)'iin anti-timor etkisi

ATCC'den satin alinmig olan bir insan pankreatik adenokarsinom hiicresi hatti Capan-1
her bir disi BALB/c-nu/nu faresine nakledilmistir ve bir solid timor grefti olarak ilaveten
gecirilmistir. Bu timér grefti her bir disi BALB/c-nu/nu faresinin sa§ abdominine
subkitan olarak nakledilmistir (GUn 0) ve fareler GUn 8'de rastgele gruplandinimgtir.
Antikor-ila¢ konjugati {1), (6) veya (12) Glnler 18'de, 25'te ve 32'de her bir farenin
kuyruguna 10 mg/kg olan bir dozda intravendz olarak uygulanmigtir. Konjuge
edilmemis hTINA1-H1L1 antikorunun ve hRS7 antikorunun her biri yukaridaki ile ayni
yol yoluyla 25 mg/kg olan bir dozda bir negatif kontrol olarak uygulanmigtir. Antikor-ilag
konjugatinin (1) veya (6) uygulanmasi, antikor-ila¢ konjugatinin (12) uygulanmasina
kiyasla timor hacmini gbze c¢arpan bir sekilde Kkugilltmistir ve antikor-ilag

konjugatlarinin her ikisi de bir timdr blylamesi inhibitor etki uygulamistir (Sekil 15).

21-d) ADC - (4)iin anti-tiimor etkisi

COLO205 Ornek 21-a)'daki ile ayni sekilde her bir disi BALB/c-nu/nu faresine subkiitan
olarak nakledilmistir (Gln 0) ve fareler Gin 11'de rastgele gruplandinimistir. 10 mg/kg
olan bir dozda antikor-ilag konjugati (2) veya (5) ve 3 mg/kg olan bir dozda antikor-ilag
konjugati {7) veya (10), sirasiyla, her bir farenin kuyruguna Glnler 11'de, 18'de ve 25'te
intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ilag konjugatlarinin (2), (5), (7} ve

(10) timad bir timdr bdyumesi inhibitdr etki uygulamigtir (Sekil 16).

21-e) ADC - (5)'in anti-tumoér etkisi

Bx-PC3 Ornek 21-b)deki ile ayni sekilde her bir disi BALB/c-nu/nu faresine subkitan
olarak nakledilmistir (Gln 0) ve fareler Giin 25'te rastgele gruplandinimistir. Antikor-ilag
konjugati {2), {5), {7) veya (10) her bir farenin kuyruguna Gunler 25'te ve 32'de 3 mg/kg
olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ila¢ konjugatlarinin

(2), (5), (7) ve (10) timda bir tmdr buyumesi inhibitdr etki uygulamistir (Sekil 17).

21-f) ADC - (6)'nin anti-tiimor etkisi
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COLO205 Ornek 21-a)'daki ile ayni sekilde her bir disi BALB/c-nu/nu faresine subkiitan
olarak nakledilmigtir (Gun 0) ve fareler Giin 9'da rastgele gruplandinlmigtir. Antikor-ilag
konjugat: (3), (4), (8) veya (9) her bir farenin kuyruguna Gunler 9'da ve 16'da 10 mg/kg
olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ilag konjugatlarinin

(3), (4), (8) ve (9) timii bir timdr blylimesi inhibitdr etki uygulamugtir (Sekil 18).

21-g) ADC - (7Y nin anti-tiimor etkisi

Bx-PC3 Ornek 21-b)deki ile ayni sekilde her bir disi BALB/c-nu/nu faresine subkiitan
olarak nakledilmigtir (Gan 0) ve fareler Gin 21'de rastgele gruplandiniimigtir. Antikor-
ila¢ konjugati (3), (4), (8) veya (9) her bir farenin kuyruguna Ginler 21'de ve 28'de 3
mg/kg olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ilag
konjugatlarinin (3}, (4), (8) ve (9) timdG bir timdr biylmesi inhibitdér etki uygulamistir
(Sekil 19).

21-h) ADC - (8)Yin anti-tiimér etkisi

ATCC'den satin alinmis olan bir insan ovaryan kanser hucresi hattt NIH:OVCAR-3'in 8
x 10° hiicresi Matrigel (Becton, Dickinson and Company) icinde siispanse edilmistir ve
her bir disi BALB/c-nu/nu faresine subkitan olarak nakledilmistir (Gln 0) ve fareler Gun
25'te rastgele gruplandinimistir. Antikor-ilag konjugati (3), (4), (8) veya (9) her bir
farenin kuyruguna Giin 25'te 3 mg/kg olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir.
Uygulanan antikor-ila¢g konjugatlarinin (3), (4), (8) ve (9) timd bir timér bluylimesi

inhibitér etki uygulamistir (Sekil 20).

21-i) ADC - (9)'un anti-tumér etkisi

ATCC'den satin alinmis olan bir insan gastrik kanser hicresi hatti NCI-N87'nin 1 x 107
hiicresi fizyolojik salin iginde slispanse edilmistir ve her bir disi BALB/c-nu/nu faresine
subkiitan olarak nakledilmistir (Gin 0) ve fareler Gin 6'da rastgele gruplandinimistir.
Antikor-ila¢ konjugati (3), (4), (8) veya (9) her bir farenin kuyruguna Gin 6'da 3 mg/kg
olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ila¢ konjugatlarinin

(3), (4), (8) ve (9) timu bir timdr bayumesi inhibitdr etki uygulamigtir (Sekil 21).
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21-j) ADC - (10)'un anti-tiimor etkisi

ATCC'den satin alinmis olan bir insan akciger kanseri hiicre hattt NCI-H292'nin 5 x 10°
hicresi fizyolojik salin icinde stspanse edilmistir ve her bir disi BALB/c-nu/nu faresine
subkltan olarak nakledilmistir (Gln 0) ve fareler Gin 9'da rastgele gruplandirimistir.
Antikor-ilag konjugati (3), (4), (8) veya (9) her bir farenin kuyruguna Giin 9'da 3 mg/kg
olan bir dozda intraven6z olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ilag konjugatlarinin
(3), (4), (8) ve (9) timii bir timdr buylimesi inhibitor etki uygulamistir (Sekil 22).

21-k) ADC - (11)'in anti-timér etkisi

ATCC'den satin alinmig olan bir insan bogaz kanseri hilcre hattt FaDu'nun 3 x 10°
hicresi fizyolojik salin iginde sUspanse edilmistir ve her bir disi BALB/c-nu/nu faresine
subkiitan olarak nakledilmistir (Giin Q) ve fareler Gin 11'de rastgele gruplandinlmigtir,
Antikor-ilag konjugati (3), {4), {8) veya (9) her bir farenin kuyruguna Gin 11'de 3 mg/kg
olan bir dozda intraven6z olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ilag konjugatlarinin
(3), (4), (8) ve (9) tumi bir tdmdr buyamesi inhibitor etki uygulamigtir (Sekil 23).

21-1) ADC - (12)'nin anti-timor etkisi

ATCC'den satin alinmis olan bir insan pankreatik adenokarsingm hiicresi hatti CFPAC-
1'in 4 x 10° hiicresi fizyolojik salin iginde slspanse edilmistir ve her bir disi BALB/c-
nu/nu faresine subkitan olarak nakledilmistir (Gin 0) ve fareler Giin 14'te rastgele
gruplandinimigtir. Antikor-ilag konjugati (3), {4), (8) veya (9) her bir farenin kuyruguna
Giin 14'te 3 mg/kg olan bir dozda intravendz olarak uygulanmigtir. Uygulanan antikor-
ila¢ konjugatlannin {3), 4), (8) ve (9) timu bir tumér biyumesi inhibitér etki

uygulamistir (Sekil 24).

21-m) ADC - {13)'lin anti-tiimor etkisi

CFPAC-1 Ornek 21-1)deki ile ayni sekilde her bir digi BALB/c-nu/nu faresine subkiitan
olarak nakledilmistir (Gin 0) ve fareler Gin 14'te rastgele gruplandiriimistir. Antikor-ilac
konjugatl {8) veya (13) her bir farenin kuyruguna Gin 14te 1 mg/kg olan bir dozda
intfravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ila¢ konjugatlarinin (8) veya (13)

timu bir timaor bilylimesi inhibitér etki uygulamistir (Sekil 25).
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21-n) ADC - (14)'iin anti-timér etkisi

ATCC'den satin alinmis olan bir insan pankreatik adenokarsinom hiicresi hattt HPAC'In
3 x 108 hiicresi fizyolojik salin iginde slispanse edilmistir ve her bir disi BALB/c-nu/nu
faresine subkiitan olarak nakledilmigtir (Giin Q) ve fareler Giin 12'de rastgele
gruplandimlmistir. Antikor-ilag konjugati (8) veya (13) her bir farenin kuyruguna Gun
12'de 3 mg/kg olan bir dozda intravendz olarak uygulanmistir. Uygulanan antikor-ilag
konjugatlarinin (8) veya (13) timdi bir tim&r bldyimesi inhibitdr etki uygulamigtir {Sekil
26).

21-0) ADC - (15)'in anti-tiimér etkisi

Japan Health Sciences Foundation'dan elde edilmis olan insan dzofajiyal kanser
dokulan her bir NOG faresine {Central Institute for Experimental Animals) subkiitan
olarak nakledilmistir ve bunlann baylmesine izin verilmistir. Elde edilen timor grefti her
bir digsi NOD-scid faresine {Charles River Laboratories Japan, Inc.) ilaveten subkutan
olarak nakledilmigtir (Gin 0) ve fareler Gin 27'de rastgele gruplandiriimistir. Antikor-
ila¢ konjugati {8) veya (13) her bir farenin kuyruguna Gin 27'de 3 mg/kg olan bir dozda
intravendz olarak uygulanmistir. Antikor-ilag konjugatlarinin (8) ve (13) tUmi bir timor

biylmesi inhibitdr etki uygulamistir (Sekil 27).

[Ornek 22: ADC'nin hiicre bilyiimesi inhibitdr etkisinin degerlendirilmesi]

TROP2 antijen-pozitif hiicre hatlari olarak BxPC3, NCI-H292, NIH:OVCAR-3, CFPAC-
1, FaDu, bir insan akciger adenockarsinomu hicre hatti Calu-3 (ATCC), ve bir insan
ovaryan kanser hucresi hattt CaOV3 (ATCC) ve TROPZ2 antijen-negatif hiicre hatlari
olarak bir insan akciger kanseri hiicre hattt Calu-6 {ATCC) ve bir insan kitandz
melanom hiicre hatti A375 (ATCC) her bir ADC'nin hiicre biylimesi inhibitdr etkisinin
degerlendiriimesinde kullanilmistir. Her biri 2,2 x 10° hiicre/mL'ye sahip olacak sekilde,
BxPC3 ve NCI-H292, %10 fetal bovin serumu (Moregate Biotech) iceren RPMI1640
Medium (Gibco) ile hazirlanmistir, NIH:OVCAR-3, %20 fetal bovin serumu ve 0,01
mg/mL insdlin (Invitrogen Corp.) iceren RPMI1640 Medium ile hazirlanmistir, CFPAC-
1, %10 fetal bovin serumu igeren Iscove's Modified Dulbecco's Medium (Gibco) ile

hazirlanmigtir, FaDu, Calu-3 ve Calu-6, %10 fetal bovin serumu i¢eren Eagle's
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Minimum Essential Medium (ATCC) ile hazirlanmistir ve CaOV3 ve A375, %10 fetal
bovin serumu igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco) ile hazirlanmigtir. Her
bir hicre suspansiyonu hicre kalturd igin  bir 96-kuyucuklu mikro-plakaya 90
pHL/kuyucuk'ta ekilmisgtir. RPMI1640 Medium ile 100 nM'a, 20 nM'a, 4 nM'a, 0,8 nM'a,
0,16 nMa, 0,032 nM'a veya 0,0064 nM'a seyreltiimis olan antikor-ila¢g konjugati (4)
veya (8) veya kargilastirma igin RPMI1640 Medium 10 pL/kuyucuk'ta buna eklenmigtir
ve hicreler %5 CO; altinda 37°C'de 6 gun boyunca kiltirlenmistir. Kiltlirden sonra,
mikro-plaka inkiibatdre alinmistir ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca beklemeye
birakiimigtir. Kiltlir ¢bzeltisine bir esit miktarda CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability
Assay (Promega) doldurulmustur ve bu bir plaka karistirnc) kullanilarak 10 dakika
boyunca karigtinlmigtir. Hucre lizisinden sonra, liminesans yodunlugu bir plaka

okuyucu kullanilarak dlgulmusttr.

6 gln boyunca kiltirden sonra hicre bdylimesi inhibisyonunun orani asagidaki

denkleme gore hesaplanmigtir;

Hiicre biylime inhibisyonunun orani (%) =a /b x 100

a: 6 gln boyunca kilturden sonra ornek-takviye edilmis kuyucuklardan elde
edilen ortalama deger - koltirin baslangicinda d&rnek-takviye edilmemis
kuyucuklardan elde edilen ortalama deger

b: 6 glin boyunca kiltirden sonra vasat-takviye edilmis kuyucuklardan elde
edilen ortalama deder - kultirin baslangicinda vasat-takviye edilmemis

kuyucuklardan elde edilen ortalama deger

Glso degeri agsagidaki denkleme gore hesaplanmistir:

¢: Ornek konsantrasyonu ¢
d: Omek konsantrasyonu d
e: Ormek konsantrasyonu c'de hiicre blylimesi inhibisyonunun orani

f: Ornek konsantrasyonu d'de hiicre bilyimesi inhibisyonunun orani
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Konsantrasyonlar ¢ ve d, hicre blydmesi inhibisyonunun %50'lik oranini gegen c>d

iligkisini belirler.

Antikor-ila¢ konjugatlan (4) ve (8), TROPZ2 antijen-pozitif hiicre hatlari BXPC3, NCI-
H292, NIH:OVCAR-3, CFPAC-1, FaDu, Calu-3 ve CaOV3 Uzerinde Glsp < 1 {nM) olan
bir hiicre bilyiimesi inhibitdr etki gostermistir. Diger taraftan, bu antikor-ilag konjugatlan
TROP2 antijen-negatif hicre hatlan Calu-6 ve A375 Uzerinde herhangi bir hiicre
biylmesi inhibitdr etki (> 100 (nM)) gostermemistir.

Dizi Listesinin Serbest Metni
SEQ ID NO: 1: TINA1 antikorunun bir agir zincir degisken bolgesini sifreleyen
¢DNA'nin nikleotid dizisi
SEQ ID NO: 2: TINA1 antikorunun adir zincir degisken boélgesinin amino asit
dizisi
SEQ ID NQ: 3: TINA1 antikorunun bir hafif zincir degisken hdlgesini sifreleyen
cDNA'nin nkleotid dizisi
SEQ ID NO: 4: TINA1 antikorunun hafif zincir dedisken bdlgesinin amino asit
dizisi
SEQ ID NO: 5: Bir insan k zinciri salgilama sinyalini ve bir insan k zinciri sabit
holgesini sifreleyen niikleotid dizisi
SEQ ID NO: 6: Bir insan adir zincir salgilama sinyalini ve bir insan IgG1 sabit
bolgesini sifreleyen niikleotid dizisi
SEQ ID NO: 7: ¢cTINA1 antikorunun bir agir zincirinin nikleotid dizisi
SEQ ID NO: 8: cTINA1 antikorunun adir zincirinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 9: ¢TINA1 antikorunun bir hafif zincirinin nikleotid dizisi
SEQ ID NO: 10: ¢TINA1 antikorunun hafif zincirinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 11: hTINA1-H1'in nlkleotid dizisi
SEQ ID NO: 12: hTINA1-H1'in amino asit dizisi
SEQ ID NQO: 13: hTINA1-H2'nin niikleotid dizisi
SEQ ID NO: 14: hTINA1-HZ'nin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 15: hTINA1-H3'Un niikleotid dizisi
SEQ ID NO: 16: hTINA1-H3'Un amino asit dizisi
SEQ ID NO: 17: hTINA1-L1'in niikleotid dizisi
SEQ ID NO: 18: hTINA1-L1'in aming asit dizisi
SEQ ID NO: 19: hTINA1-L2'nin nlkleotid dizisi



147

SEQ ID NO: 20: hTINA1-L2'nin amino asit dizisi

SEQ ID NO: 21: hTINA1-L3'lin nikleotid dizisi

SEQ ID NO: 22: hTINA1-L3in amino asit dizisi

SEQ ID NO: 23: TINA1 antikorunun CDRH1'inin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 24: TINA1 antikorunun CDRH2'sinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 25: TINA1 antikorunun CDRH3'liniin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 26: TINA1 antikorunun CDRL1'inin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 27: TINA1 antikorunun CDRL2'sinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 28: TINA1 antikorunun CDRL3'Undn amino asit dizisi
SEQ ID NO: 29: hRS7 antikorunun bir agir zincirinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 30: hRS7 antikorunun agir zincirinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 31: hRS7 antikarunun bir hafif zincirinin nikleotid dizisi
SEQ ID NO: 32: hRS7 antikarunun hafif zincirinin amino asit dizisi
SEQ ID NO: 33: mG2aVR2 primeri

SEQ ID NO: 34: mKVR2 primeri

SEQ ID NO: 35: 3.3-F1 primeri

SEQ ID NO: 36: 3.3-R1 primeri

SEQ ID NO: 37: TINA1TH-F primeri

SEQ ID NO: 38: TINATH-R primeri

SEQ ID NO: 39: TINA1L-F primeri

SEQ ID NO: 40: TINA1L-R primeri

SEQ ID NO: 41: EG-Inf-F primeri

SEQ ID NO: 42: EG1-Inf-R primeri

SEQ ID NO: 43: CM-LKF primeri

SEQ ID NO: 44: KCL-Inf-R primeri

SEQ ID NO: 45: AspGlyGlyPhe amino asit dizisi

SEQ ID NO: 46: GluGlyGlyPhe amino asit dizisi

SEQ ID NO: 47: GlyGlyPheGly amino asit dizisi

SEQ ID NO: 48: SerGlyGlyPhe aming asit dizisi

SEQ ID NO: 49: LysGlyGlyPhe aming asit dizisi

SEQ ID NO: 50: AspGlyGlyPheGly amino asit dizisi

SEQ ID NO: 51: GlyGlyPheGlyGly amino asit dizisi

SEQ ID NO: 52: AspAspGlyGlyPheGly amino asit dizisi

SEQ ID NO: 53: LysAspGlyGlyPheGly amino asit dizisi

SEQ ID NO: 54: GlyGlyPheGlyGlyGlyPhe amino asit dizisi
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<160> 44

<170> Patentln versiyonu 3.5

<210= 1
<211> 363
<212> DNA
<213> Mus
<400> 1

cagatccags
LacLgeaagg
TCaggaasyg
Qrazaaganct
ttacagataa
troggtagta
tca

<210> 2
<211> 121
<212> PRT
<213> Mus
<400=> 2

Sln lle 31r

1

Thr Val Arg

Gly Mat
3%

Gly Trp Tla

~4

Lys Gly Arg

6%

aln

musculus

tggtgcagzc
cllelggyla
gtttgaagz=g
tcaagggacyg
gcaacctcaa

grtactggra

musculus

tgzacctgayg
Laceltcaca
Jattggoigy
gtrrgeotta
aaatgaggac

crtegatgto

leuv Va_ Glo Ser Sly

Ile Sar Cys Lys Ala

2C

Tep Val Gln Zys Mar

Asn Thr His Ser !

40

%

tte Ala Phe Ser lLeu

B

ctJaagyrago
actgclgygas
ataascacco
torttggaas
acqactacgt

*g99gegeag

Pro Glu Leu

1

Sar Gly Tyr

Pro Gly Ly=

Val Pro Tya

Clu Ttr Ser
N

ctggagagac
LQagl gt
acictggagt
conetgeoag
atztctgtgc

ggacogoggr.

.ys lys Pro

Thr Pha Tur

Gly lLau Lys

agtcaggatce
Gladaagaty
Jrcazaatat
cactgcatat
gagatcqggqg

cacegroetoo

Gly Glu

15

Thr Ala

Trp Tla

Asg Phe

Ala Tvyr
Ho

G0

120

100

240

o
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ler Gln Ile

Al Arg Ser

Ala Cly Thr
115

<210> 3
<211> 327
<212> DNA

Ser Asn Leu lys Asn

B5

Gly Fhe S

169

Ala vVal Thr vVal Sar =

<213> Mus musculus

<400> 3
Jacatzgtga
atcacctygea
ggacaatcte
cgottecactg
Jaagacctgg
QIGATCAAJC
<210> 4

<211> 109
<212> PRT

tgaccoagne
Ao agt oA
cTaaactgact
graglggatc
cagtttatta

Lggagtt gaa

<213> Mus musculus

<400> 4

Asp Zle val

Asp Arg Val

val Ala Trp

Tyr Ser Ala

5C

dar Gly Ser

Gl Asp L&u

~hr Pra Gly

Ser I e T

—

L4
2
[+
e
b
1]
"

TCACSAATED
yyatgtgagt
gatttaczog
1AGY3CgQCL
ctgtcagcaa

AT

hr Cys Lys

Tyr 4la 43ln Lys Pro

40

Sar Tyr Arqg Tyr Thr

55

Gly Thr Ala Phe Thr

-
T

J

Ala Val Tyr Tyr Cys

8BS

Ala Gly Thr Lys Lau

149

Glu Asp Thco Tho Thr Tyr
90

© Tyt Tip Tyt Phe Asyp Val

105 0

atgrosacat cagtaggaga
actgobgtag cotggtatoa
goatooTacs gowaractyg

tLcactitca ccatcagcag

cattatatta ctocogctoac

Lys Phe Met Ser Thr 3Fer
10

Ala Ser Sln Asp val

Gly Gln Ser Proc lys lLeun
45

Gly Val Prc Asp Arg Pla
61

#re Thr llae Saer 3Ser Val
5

Glrn Gln Eis Tyr Tle Thr
9

Gl Leu Lys Arg Ala

Toep Gly

cagggtoags
AlAgsadCs
agtcectgat
Lytgcaqqget

grtcggtgct

Thr Ala

Leu lle

Thr Gly

Gln Ala

ac

dro Len

120

1E0Q

agn
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100
<210>5
<211> 449

<212> DNA

105

<400> 5

Joctooggac
qrggsrctec
cgtgtroatc
retgutguat
FUAGTaaggg
retgagoage
sgaggtgace

ttagyggccce

<210> 6

<211> 1132

<212> DNA

tctagagoca
9cyCgt acy
ttcecocoot
Hacttot oo
RACECCCAQJ
scorkganoe
TACCAQYGOC

J-ttaaacqgqg

<213> Homo sapiens

coatggtgot
gegatatogt
ccgacgagca
L 8 g
Aagagogt gac
tgagoanange
tgagoleoca

Iqgeqgqrta

150

goagacocayg
gatyattass
gctgaagIcoe
Casggtgrag
CQAJCAJYAC
Cactavgag

agl cActaag

grtgttoatot
CtAcIQt Gy
ggoacagect
LGIaagut gy
AZrARAGIACA
AMGUAC A Ay

AGITLLCAACA

[adeds Tdatalotid 30
cocgtga=grg
AUadCurent
FoACCT ACAg
tgeacqguetyg

F99gggaGt g
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<400> 6

Joctocggjac
toocagat gg
Jyccaayeg
argggetgon
QU QATCA
ctcagjcagjcg
grgaatcaca
Aasaactcaca
ctcottoocog
Frggrogrgg
Itgusggt go
Ftggtcagyeg
aaggrat nea
pat- Te fafiafududs I+ [o
oaggroagoeo

GAGAGrAAL g

FIChrctton
gtottotoaT

tocorgrtote

<210>7

<211> 1410
<212> DNA

tctagagcca
grgorgagoc
toettoooeot
rqgtcaagqa
b {als yrdade o v Fad)
tggtgaccgt
aCCLAGoaa
catgococoacs
casaaccrosaa
acgtgagoca
nt4utgrras
tcctcaccgt
ACAAAJOONT
aaccacagqr
rgacctaoct

JOSAGECTGA

tectctacag
gotocgrgat

ccggoaaatg

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> kimerik mirin-insan TINA1 antikorunun adir zincirinin niikleotid dizisi

ccatgaaaca
Aaggt goaatt
QITRCCOTCL
ctacttoooo
cacctterce
g-cctcocago
cacCaagotg
ctgyoecagos
ggacacccto
cgaagaccct
JaTasagoecs
cctgcaccag
acaaganaea
qracaccety
ggtcaaagga

GAATAAR AL

caagctaoaca

gcatgagget

agarataggqg

151

cctgtggttc
grgoaggegg
tocaslagea
gaancngtga
gqorgt ot g
agycrtgzggoa
gacaalagaq
cctgaactcoe
atgatciccc
gaggrraagt
cEYgesggage
gacigygctga
afngagaaaa
ceeocatese
ttonarcaca

ABJacLaces

gtygacaaga
ctgcanaacn

congttmaaa

ttcctoctgco
ttagotoage
cetot Igoge
angtgagarg
AGTCTRCAGG
cccagaccta
ttgagencaa
t3gg3Iggqacc
gIaccocotya
toaantggra
agracascag
atggraagga
Qoarotocaa
q3qayqaqat
grganatogo

crecegtgot

q:ﬂggtgqﬂﬂ

AT ACACTTA

SFIFIIAGIE

tggtggcag:s
SrLOCACTAAGQ
cacagoeoges
FJaactcaggr
AotCtATt o
—atctgoaac
stotrgugac
ctcagtcottc
JQtcacatgc
ngtggamgge
cargtaceygy
Jtacaagtgc
AJOCAIIPY
Jacsaagaac
~qtgaagrgg

QPACLCEPAe

goagggoaac
Jaagagontc

ta

120

180D

240

G0

k]

420

1080

1132
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<400> 7

atgaaacacc
arcaagttgg
tygcaaggres
Jgaaagggt:
Jaagacttaa
vagataayca
gItagtages
gocteocacea
JuUaragreg
tggaactcag
ggactctaec:
Lacat ctgaa
aaalottgtg
coctoagtes
gaggtcazat
Largl ggang
agcacgtace
gagtacaag:
aaagnicaaag
atgqaccasga
gecgtagag:
nrggact.oeg

CAGEAGIYTA

cagaagagzsce
<210> 8
<211> 470

<212> PRT

tgtggttezt
rgcagtatgg
crgggtatac
tgaagtggat
AQIGACGITY
arctoannss
actggtactt
agggcooadg
vt ggguetg
gcgoocotgac
cccteoageag
Aacglgaat ol
AC3ARACkCA
tccteottoes
gcgtggtggt
Fratyggaggl
39Itqgtcag
gcaagqgtezc
gocagoaneg
accaggtcaqg
gqgagagzcaa
acggetonnt

ArgEottose

tctceotgte

<213> Yapay Dizi

<220>

cctoctgetg
act gagotg
cttoacaact
tggrrggats
Tgaottarct
tyaggacacy
cgatgtoogqy
cgtctteces
coetggtoasg
cajcgicoty
cgtggtgacs
CARPC TG
cacatgocca
ccoaasacen
ggacgtgag:
Jcataatgea
cgtcctracs
caacaaagcs
ggaicaacag
cctgacsoLygs
~ggecagess
cttoctoraa

atgrroegtg

tcocggcasa

152

gtjgcagctc
Aagaagoetg
gqehggsaatge
aacacsccact
ttggaaacaet
actacgate
gscgsaggga
ctggoacect
gactasttes
cacacettoc
gtgcooicca
AACACTAIGY
COCLgooCagy
aaggacaccce
cacgaagace
Adgacaaage
gtcctycacc
cteccageoe
grkgrarcacan
ctgytcasay
gagaacaact
azceaget.ca

Atgrargagq

cragatgggt
gAgagacagr
agrggItye
ctggeqQtgcc
ot Jenagaan
toetghgoguag
TCcgolgtoec
coctcraagag
CUGARCCOgL
ccgotgQtoct
gcagotigsg
tQURATAIGAG
CACC gaact
tcatgatote
ctgasgtoaa
CoogIQagya
ajgactggct
ccatcgagaa

tgacnacatc

arcaagzaccac
angr.ggacaa

SERLgradaa

Jctgagooag
nAggart.ot o
sasgatgros
caaatatgca
fgeatattra
- flade kv (n [s gl
Tcgtcagctca
cacctcetags
Qacegtgnge
Fcagtcctca
cacccagcs
agtl gagnee
RSN B L I o B B2
ccgraccoet
gttcaactgg
QUAGLACART
Jaatggsaag
aaccatctec
~hgggaggag
cagegacats
cecteeoaty
Qqagcaggrgg

TRACtATACS

(3]

120

180

1200
1260
11:0

1380

1410

<223> kimerik murin-insan TINA1 antikorunun agir zincirinin amino asit dizisi



<400> 8

Met

Val

Fro

“hr

Lys

65

Glu

hr

Tyr

Val

Cly

-5

Gly

Yal

Lys

Lau

Gly G

Thr

5L

Trp

Asp

Ala

Trp

Z3d

Pro

Thr

i 8 o

His

S&r

Alnm

Ile

rhe

TyY

Gly

Ala

Val

Leau

Gln
20

Thr

Gly

Lys

Leaty
100

s Ala

Ala

Va.

Ala

Sar
1ED

Tri

Iia

val

Trp

ATg

Thea

'y
16%

Trp

Phe

Arg

Gln

Ile

T

Arg

Ila

Ser 5

Thr

Pro

150

5ly

Asn

Phe

Leu

Ile

Tri:

Asn

Fhe

Sarx

leu

Cye

Leu

Val

ser

Val

Thr

Aln

Afn

Phe

126

Val

Ala

Leu

Gly

153

Leu

Gln

25

kRl

Hie

Fhe

Lax1z

ics

The

*
1"
[+]

Val

Ala
1E5

Leu

1¢

Swr

Lya=

Tya

Ser

Ser

9¢

Lysn

Ser

Va

Ser

Ly=

170

L«u

Val

Gly

Ala

g

ARn

Saer
155

Asp

Thr

Pro

Pro
&0

wval

Tyt

Ser

143

Lys

Tyt

Sar

Ala

Glu

Pre

Ala

Sar

Flie

Gly

Pro

Lan
ac

Lys

Thr

Ptao

Val
iy

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ala
95

Glu
1715

Hia

T-p

Lys

Fho

Tosa

Ala

ac

Ser

Thr

Asp

Liys

Cly

160

Fzu

Thr



154

Phe Pro Ala Yal Les Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Len Ser Ser Val
- 1] PRk PR

VYal Thr Val TPro Sar Sar 3ar Lau Cly Thr Cln Thr Tyr Zla Cys Aan
210 215 221

Val Aswn Mo Lyw Pro Ser Awn Thr Lys Vel Asp lyw Azg Val Glu Peo
- 230 21 240

Lys Ser Cya Asp Lys Thr Mis Thr Cys Prc F-o Cys F-o Alas Pro Clu
245 254 Fieky]

Ley ey Yro Ger VAl bhe lac Phe PO Pro ouy& Vi oLys RED

26E 27

(]
<
g
i
e

Thr leu Met Ile Ser A-g Thr Fro Glu YWal Thr Cys vVal val val Asp
rad =80 £B5

Val S«r His Clu Asp Tro Glu Val Lys Pha Asn Trp Ty: Val Asp Gly
290 29% 307

val Glu Vval His Asn Ala Lys Thr Lys Pro A Gia Glu Gla Tyr Asn
30% 210 215 320

Ser Thr 7Tyr Ary Val Val Sec Va. Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp
125 339 335

Lau Asn GL

€

Lys Gld Tyr Lys Cys Lys ¥al Ser Asn Lyz Ala Leu Pro
40 345 351

Ala ¥Fro ..e Slu Lys thr lle Ser Lys A.a Lys G.y Gln Prs Arg lu
358 2&9 16T

Prc Gln Val Tyr Thr Lau Pr> Tro Sar Arg Clu CLdu Maet Thr Lys Asn
G 375 38

Sl VAl Ser e Thir Oys lae Val Tya Gly Phe Tyr Fro Ser Arp Tle
385 50 K 40C

Ala Val G.u Trp Clu Ser Ahaor Qly Clo Pra Clu Aan Acno Tyr Lys Thr
405 4.3 415

The ¥ Pra Vel Laa Aap Set Aap Gly Swi Phe Phe Zaua Tye Swr Lys
120 425 £330

Leu Thr Val A=p Lys Ser Arg Trp Glrn Gin Gly Asn val Phe Ser Cys
415 449 44"

Ser Val Met Mis Glu Ala Leu Kis Asn Hios Tyr Thr Glr Lys Ser leu
4EC 455 461

Ser leu Ser Pro Gly Lys
4£% 470



10

15

<210>9
<211> 702

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> kimerik mirin-insan TINA1 antikorunun hafif zincirinin n{iklectid dizisi

<400> 9
atggrgotge
zacarsqgtga
atcanctgoa
@Eacaatote
cgettcactg
Jaagacet gy
Jggaccaage
trogucgage
2ccagagagg
Jagagogt ga
ctgagcazag
LEGAQCt noc
<210> 10
<211> 234

<212> PRT

agaccoalgt
EQACCCRGEC
aggacagtoa
cLasacl gt
geastgyate
Cagtttat
tggagctgaa
agotgasysc
ccaaggtgca
[ofuly 1S4 T e Lo B
ccgactacga

[adals { Fal- Tudal ¥]

<213> Yapay Dizi

<220>

gttoatotoo
*CACaaAttC
ggatgrgagt
gatttacicy
TgIFaczget
ctgtoagorss
acgIagotgry
815 ST T
gt3gaaggtg
CAQCAa’ZPQac
gaagjcacaag

gqagrrtoaae

1585

ctgctgotgt
atgrcracat
actgctgtag
goatesiace
ttoactttcea
cattatatts
gcogozocect
toegtagtygt
gacaarcgcac
AQOACOTACH
gtgtacgcct

AGGIGIIAqTE

ggatoteogg
cagtaggaga
aotggratoa
grlasaclygy
coatcagoeag
crooguteac
ccgtgttoat
qrrtgetgaa
t3jcagtceogg
NS S TN
gcgaggtgac

gt

ocgegtacggs
TAGGYL oAgD
acagaaanea
agLooctgatl
tgtgcaggct
grrogytygut
cttcoooDoz
taascttitoc
FJaactcocag
TACCOtJace

ccaccagggco

&0

120

10

240

Enn

E6n

0

<223> kimerik murin-insan TINA1 antikorunun hafif zincirinin amino asit dizisi

<400> 10

Met Val leu Gln Thr Gln Val Phe lle Ser Leu

S

1¢

Gly Ala Tyr Gly Asp Lle Val Met Thr Gln Ser

in

2%

Leu lev Trp Ile Ser

1

Hiw Lys Phe Mot Ser

kY
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Thr Ser Val Gly Asp Arg Yal Ser- 1lle Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp
i5 40 45

Val Ser Thr Ala Val Ala Tron Tyr Gl Gln Tiys Pro Gly Gle Sar Pro
hl " &0

Lys Lau Lau Ila Tyr
&%

ar Ala Ser Tyr Arg Tyr The C.y Val Pro Asp
0 75 ac

-1

Arg Pre Thr Gly Ser Gly Ser Ily Thr Ala Phe Thrc Phe “nr Ile Ser
5% 3 %

Ser Val Gln Ala Glu Aap Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gl His Tyr
1030 1an oin

ZIle Thir Fro Leu Thr Fhe Gly Ala Gly Thr Lys Lau G.4 Laeu Lys Arj
115 L20 125

Als val Als Ala Fro Ser val Phe lle Fre Fro Prc Ser Asp Glu Gln
L3 13 143

leuw Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Zeou Leou Aan Asn Bhe Tyr
=45 152 155 160

Pro Acg Glu Als Lys Val Sla Top Lys Val Asp Asa ALa Leu Gln Jer
16% 170 N

Gly Asn Ser Glo G.u Sar Yal Thr Glu Glo Asp Eer Lys Asp Ser Thr
160 185 293¢

Tyr Ser Leu Yer Ser Thr leu Thr Leu Ser Lys Ala Aap Tyr Glu Lys
195 200 295

Hais Lyws Val Tyr AlLa Tys Slu Val Thr His Gln
210 £1%

2rn

a0

[E
=
34
[
%]
3
r
%]
It
»

L o

Wwal Thr Lys Ser Phe Azn Arg Sly Glu Cys
<ds <32

<210> 11

<211> 1410

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip H1'in agir zincirinin nikleotid dizisi
<400> 11

Aatgaaacacc tgtgoitott coctoctgcotg QtgQQoagcts Coagatgagt gotgagQotag ]



10

Frgcagotgg
tgoaaggoca
JPacaggYee
gaggacttca
Taget gagea
JPrageayer
gcoctcocacca
agcacagoeeg
tgganctrag
ggactctact
tacatctgea
Aamtnttglg
ool caglaot
Jaggtcacat
tacgtggacy
aglasgtace
Jagtacaag:
aaagocaaag
argancaaga
JeegtQryagt
ckggactcoeg
fageaggaca
CAGARYAQTC
<210> 12

<211> 470
<212> PRT

tgoagtcotgg
JUgGCet ACAC
tggaatgyat
agggcagagt
gocrgaagra
wretggtuactt
agggccTaag
ccctggyotg
gugooect yac
ccctcagrag
acgtgaatca
ACRAAICE OA
tcoctaotiece
gcgtgatagt
gcgtggaggt
Fautyalcag
gocraggtots
gccagcaceg
accaggraag
q9Ia3agcaa
acgjctaectt
acgrotrons:

totocet gee

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> himanize TINA1 antikoru, tip H1’in adir zincirinin amino asit dizisi

<400> 12

cgzcgaagtg
crLtt acoaco
gpgrtggate
gaccatcags
OFAGIATACS
vigacgt gt gg
cgtcttocoo
cotagteoaay
cagugeuegty
cgtggtgacs
caagcocags
cacaAtgaaeca
CCRaAIACCT
qgacqgtgag:s
goataatges
cgteclcacs
caacasagss
ggaacoacag
rotgacanga
Tgsccagees
cttectezac
atIctaegty

S OACRGTAAA

157

aajaaaccagy
gaoggratgn
Ascacoraca
gIogacacoa
goagtgract
gyrraggges
ctggoaccot
gactacttee
cavacUTtes
gtgccooicca
aAacaccaagy
CoaLGNncadg
A3QYATACTT
cacgaagacc
Aaagacaaage
gleoctigeace
ctcccocagecc
gtgracacoe
crtggrtoaaag
qagaacasct
ajcaajzctca

atgoargagg

gogocagogt
aAgTggatgng
quygLtgee
gracctcoec
AnTgagecag
cretegtgac
ccicTaageq
ccgadcacgt
cugetgtoct
gragcttgyg
t3gacaagag
canct gaant
tcatgatole
cLgazQtcaa
CLCgIQaAgIa
AJUATLgGot
ccatcgQagaa
t3jeczecate
gountotatoe
ataajyaccac
cogragacaa

crtargoadcaa

Jaaggtgtcoo
orAaggart oot
CasntacQuo
egcctacctg
aagogygotres
cPgtecagTtocy
cacctotqgc
Jaccgtgages
Quagrtoectoa
Tacccagacs
agttqagces
oL gIgIYFA
fedate 1+ 1 Tadute g §
Frtcaactgy
Jcagtacaac
gaal ggcaag
paccatcto:
£egggaglag
magogasate
tectecoqgtg
Jagcaggtgy

nToacracacs

Met Lys Mis lau Trp Zzhe Phe Leu e Les Yal Ala Aly Pro Arg Trp

L

12

15

1410



Val

Pro

Thr

Sly

Thr

Tyr

val

Ll "
19
=

Ll
-
e

Yal

Pha

Vval

Yal

225

Lys

Leu

Leu

Asp

Ala

Tyr

Trep
130

Thr

Tro

Tr«

210

Acn

Leu

Ser

Met

yhe

Tyr

. Ser

Val

A-a
a5

Val

3ln
20

Sar

Sly

ays

106

Ala

Gla

Val

Ala

ser 7

180

val

yo

Aap

Sly
260

Val

Val

Met

Trp

Arg

Gly

Fhe

lal

LEF

Lal

Ser

Pre

Lyn

245

Pro

Gln

Lys

3ln

Ile

TG

ATy

Leu

Sar

Thr

Fro

120

Sly

Asn

ain

Scr
230

Myt

Lesy

val

Try

Asr

val

Ser

Gly

Leu

Cys

Serc

Asor.

lin

val

Thr

Thr

Tha
129

; VAL

Ala

Lau

Gly

Lan

Thr

The

Fhe

158

~ Q)
o

cys

His

Ne

Lev

0%

Gly

Thr

Pro

val

Ala

18%

Gly

Lyso

Leu
265

Ser

Lya

Gln

Ser

Ser

an

Lys

Sar

val

oer

Lys

1739

Leu

Lau

Thr

Yal

Pic

z59

Phe

Ala

Ale

-
X
-

Ala

Sar

Ser

Ser

15=

Asp

The

R(In

hop
215

Al

Sar

Pre G

80

val

Asg:

Tyr T

Ser

P ]

Lys

Tyr

ser

Sar

“he

229

Lys

Cws

Gln

Thr

Asp

Iha

Gly

au
ahs

Tys

=g

uye

Val

10

Tyr

Gln

Lys

=
v
n,

-aLr
~1l

Tyr

Ser

Pro

Val

b |

Saer

1A

wal

Ala

Lys

Thr

Sly

Tyr

Vhr

%5

Ala

Tha

Thr

Kis

Sar

Cyw

Slu

Fio

Lys

Lyn

Fha

Lasv

Ala

g0

val

Lys

Thr

val

LY1 3

PEs

240

ASp



159

Thr Leu Met Ile Ser Arqg Th- Pro Glu Val Thr {ys val val va_ Asp
AT5H Fa: i 285

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Tys Phé Asa Trp Tyr Yal Aap Gly
290 295 392

Val Clu Val Ei1s As1 Ala Lys Thr Lys Pre Arg S.u Glue Cln Tyr Asn
335 310 s 29

Ser Thr Tyr Arg vVal Val Sec- Val Leu Thr val Leu His Gln Asp T-op
225 330 330

leu Asn Gly Lye Giu Tyr Lye Cys Lys Va. Ser Asan Lys Ala Leu Fro
140 145 REIN

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys G.y Gl Pro Arg Glu
355 JE0 36<

Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu $G.u Met Thr Lys Asn
374G ive 382

tGlr. val Ser Leu Thr Tys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle
185 340 39% 400

Ala Val Glu Trp Glu Ser R8s Gly Gl Pre Glu Asa hsn Tyr Lys Thr
40% 419 415

Tar Pro Fro Va. Ladl Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Lau. Tyr Ser Lys
420 925 410

Ler Thr Val Asp lys Ser Arg Trp 6ln Gln Gly Aan Yal Phe Ser Cys
FEL 440 L35

Smp Val Met liiz 523 Ala Leu Hix Amn Hiz Tyr Thr Gln Lye Ser Ieeu
450 [ %3 4481

Scr Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 13

<211> 1410
<212> DNA
<213> Yapay Dizi
<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip H2'nin adir zincirinin nikleotid dizisi



10

<400> 13

atgaaacacc
Frgeaget gg
tgoasggrca
Jqataggyec
Jaggacttaa
vagetgagca
Fgcagzcajyos
FECLOCANCA
FEeAtagreyg
tggaactrcag
FPACtatanT
tacatctyoa
aasatc=ttgtg
ococtragtat
Jaggtcarat
tacgtggacg
ageacgtaae
gFagtacanys
aaagccazag
atgancaanga
PUegt ggug
ctggactr-eog
fagragggea
TAGARQAQTC
<210> 14

<211>470
<212> PRT

tgtggttezt
rgcagtatgg
goggrtacac
tggaatggat
Agggeagagt
gretganygto
actggtactt
Aagggrecalg
coetgggetyg
gegroctgac
COCECAGORG
st gant oA
acaaaactca
toctattone
gugtggt gt
gogtggaggt
Fggrggtcag
grasggtoetoe
gooagoocog
acTaggtcag
PRI
acgjzctcoTt
acgrattots

rotocaet e

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> himanize TINA1 antikoru, tip H2'nin adir zincirinin amino asit dizisi

<400> 14

Met Lys di1s Leu Trp Phe Phe lLeu Leu

5

cctoctgetg
cgaogaagrg
cttrtaceace
gggctggjatco
Jacnataago
Uigaggacacc
cgacgtgigy
cgrettooon
cotggtcasg
ragocggogty
ocgrggtgaca
UARGUOtag
cacatgocca
COCARRACOS
gacgtgage
goataatgoo
cgtectaaca
rastasagod
ggazccacag
cotgacanga
s LA LAt
cttocctotac
atgoctaongty

SRCCOGTA’A

160

gtjgcagete
ARGAAANCAG
geeygglatge
aacacocaca
Crggasacca
grugtgtact
gyccagggca
crggeancet.
gactastte
cacacottor
grtgnoanaca
ARCaCaagg
ceotgoccaq
AAJFACACEE
caUgARgacy
sagacaaagco
groctgracs
ctuvengeoy
gtytacaceo
ctggtoaaag
Jadasaact
agcaagcotcoa

atgcatgagg

10

cCagatgggt
goganagagt
HgIPIIL Ly
goagrgrgec
[+ 51, Tatel Aetol s
MUTGUPCCHG
cootogtgac
QntanAAJAG
CUARCCOgT
cogotgtent
ghAGoLtggg
tggacasgag
cacctgaact
toatgatcto
Cchgagtone
cLCgggagga
aggantggnot
cratujagea
tgocoocatce
gonrotatoo
EIRLTE TR TS
ccgtygacaa

aototgaaaaa

gctgagocag
Ggaagatgron
cCagyoeteot
Casatazgos
ngectanotyg
RagoPgott
cgtcagotoa
caccrorgge
gacegtgnigs
gagtortoa
CACCOAJArT
ngttgagres
cetgggggga
ooggaconot
grreaact gy
goagtarsaas
gaatggriaag
saccatotoeg
cCqgyagyayg
oagagacatco
veckoeogtg
Jagcagqgrag

anactatanc

Leu vVal Ala Ala Pro Arg Trp

15

9€n

10&0

1080

1140

1200



Val

Pro

Thr

Sly

Thr

Tyr

val

Ll "
19
=

Ll
-
e

Yal

Pha

Vval

| S
| )
L

Lys

Leu

Leu

Asp

Ala

Tyr

Trp
130

Thr

Tro

Tr«

210

Acn

Leu

Ser

Met

yhe

Tyr

. Ser

Val

A-a
a5

Val

3ln
20

Sar

Sly

ays

106

Ala

Gla

Val

Ala

ser 7

180

val

yo

Aap

Sly
260

Val

Val

Met

Trp

Arg

Gly

Fhe

lal

LEF

Lal

Ser

Pre

Lyn

245

Pro

Gln

Lys

3ln

Ile

TG

ATy

Leu

Sar

Thr

Fro

120

Sly

Asn

ain

Ser
210

Myt

Lesy

val

Try

Asr

val

Ser

Gly

Leu

Cys

Serc

Sar

Ba
- B
o

Asor.

lin

val

Thr

Thr

Tha
129

; VAL

Ala

Lau

Gly

Lan

Thr

The

Fhe

161

~ Q)
o

cys

His

Ne

Lev

0%

Gly

Thr

Pro

val

Ala

185

Gly

Lyso

Leu
265

Ser

Lya

Gln

Ser

Ser

3N

Lys

Sar

val

oer

Lys

1739

Leu

Lau

Thr

Yal

Pic

z59

Phe

Ala

Ale

-
X
-

Ldu

Sar

Ser

Ser

15=

Asp

The

R(In

hop
21%

Al

Sar

Pro

80

val

Asg:

Tyr T

Ser

43

Lys

Tyr

ser

Sar

“he

229

Lys

Cws

Gln

Cly

4%

Gly

Thr

Asp

Iha

Gly

au
ahs

Tys

=g

uye

Val

10

Tyr

Gln

Lys

=
v
n,

-aLr
~1l

Tyr

Ser

Pro

Val

L9l

Saer

1A

wal

Ala

Lys

Thr

Sly

Tyr

Vhr

9%

Ala

Tha

Thr

Kis

Sar

Cyw

Slu

Fio

Lys

Lyn

Fha

Lasv

Ala

g0

val

Lys

Thr

val

LY1 3

PEs

24C

ASp



162

Thr Leu Met Ile Ser Arqg Th- Pro Glu Val Thr {ys val val va_ Asp
AT5H Fa: i 285

Val Sa«r Hia Glu Asp Tro Glu Val Lys Phae Aasn Trp Tyr Val Asp Gly
290 295 392

Val Clu Val Ei1s As1 Ala Lys Thr Lys Pre Arg S.u Glue Cln Tyr Asn
335 310 s 29

Ser Thr Tyr Arg vVal Val Sec- Val Leu Thr val Leu His Gln Asp T-op
225 330 330

Lee Asn Gly Lys Slu Tyr Lys Cys Lys Val 56r Asn Lys Ala Lau Fra
140 14y 80

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys G.y Gl Pro Arg Glu
355 JE0 36<

Pro Gln val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu $G.u Met Thr Lys Asn
374G ive 382

Glr. val Ser Leu Thr Cys lLeu Val Lys Gly ¥Fhe Tyr Fro Ser Asp Ile
185 140 39% 4Co

Ala Val Glu Trp Glu Ser R8s Gly Gl Pre Glu Asa hsn Tyr Lys Thr
40% 419 415

Tar Pro Fro Va. Ladl Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Lau. Tyr Ser Lys
420 925 410

Lev Thr Val Aep Lys Ser Arg Trp Gln Glo Gly Asn Val Phe Ser Cys
FEL 440 L35

Smp Val Met liiz 523 Ala Leu Hix Amn Hiz Tyr Thr Gln Lye Ser Ieeu
450 [ %3 4481

Scr Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 15

<211> 1410
<212> DNA
<213> Yapay Dizi
<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip H3'Gin agdir zincirinin ndkleotid dizisi



10

<400> 15

atgaaacacc
arcceagatgg
tgoasggrca
IFcIaggyec
Jaggacttaa
vagetgagca
FFcagjcagzes
FECLOCANCA
Juratagreyg
tggaactrag
FPACtatanT
tacatctyoa
aasatc=ttgtg
ococtragtat
Jaggtcarat
tacgtggacg
ageacgtaae
gFagtacanys
aaagcocaszag
atgancaanga
UGt gguyg
ctggactr-eog
fagragggea
TAGARQAQTC
<210> 16

<211>470
<212> PRT

tgtggttezt
rgcagtatgg
goggrtacac
tggaatggat
Agggeagagt
gretganygto
actggtactt
Aagggrecalg
coetgggetyg
gegroctgac
COCECAGORG
st gant oA
acaaaactca
toctattone
gugtggt gt
gogtggaggt
Fggrggtcag
grasggtoetoe
gooagoocog
acTaggtcag
PRI
acgjzctcoTt
acgrattots

rotocaet e

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> himanize TINA1 antikoru, tip H3'n agir zincirinin amino asit dizisi

<400> 16

Mat Lys His Le&o Trp Phe Phe Lau Lay
’ [

-

cctoctgetg
cgaogaagrg
cttrtaceace
gggctggjatco
gacnttaago
Uigaggacacc
cgacgtgigy
cgrettooon
cotggtcasg
ragocggogty
ocgrggtgaca
UARGUOtag
cacatgocca
COCARRACOS
gacgtgage
goataatgoo
cgtectaaca
rastasagod
ggazccacag
cotgacanga
s LA LAt
cttocctotac
atgoctaongty

SRCCOGTA’A

163

gtjgcagete
ARGAAADCCG
geeygglatge
aacacocaca
Crggasacca
grugtgtact
gyccagggca
crggeancet.
gactastte
cacacottor
grtgnoanaca
ARCaCaagg
ceotgoccaq
AAJFACACEE
caUgARgacy
sagacaaagco
groctgracs
ctuvengeoy
gtytacaceo
ctggtoaaag
Jadasaact
agcaagcotcoa

atgcatgagg

10

cCragatgggt
grJagagagt
agrggItyra
Foagrgtgec
gracnrtocac
HUtgUICCag
cootogtgac
CotaGnAAgaAg
cuganCoogt
cogotgtent
gragnhtgqgg
tggacasgag
cacctgaact
toatgatcto
Cchgagtone
CLegggagya
Aggantggnt
cratujagea
tgocoocatce
gonrotatoo
LRALE L LYt Yad
ccgtygacaa

aototgaaaaa

gctgagocag
Ggaagatgron
gragatgret
Casatazgos
ngectanotyg
RagoPgott
cgtcagotoa
caccrorgge
gacegtgnigs
gagtortoa
CACCOAJArT
ngttgagres
cetgggggga
ooggaconot
grreaact gy
goagtarsaas
gaatggriaag
saccatotoeg
cCqgyagyayg
oagagacatco
veckoeogtg
Jagcagqgrag

anactatanc

Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

15

9€n

10&0

1080

1140

1200



Val

FPrg

The

Thr

Tyr

Yal

-

aly
145

val

Phe

val

ley

L

3y

I'hr

1y

Glu
as

Aln

‘B Mat

Asp

Ala

Tysr

Trp

130

Thr

Thr

Thr
210

ArEti

Leu

e

Tyr

Ala

val

Ala

193

Val

Hie

Cys

B.n

20

Der

AlLa

G.n

Val

Ala

Ser

e

wal

Pro

Lys»s

Asp

[
"
w

Ile

val

Met

Trp

Aly

85

Az g

Fhe Fr

ey
16%

Trp

weu

Ser

Fro

wys

FE

rre

ain
Lywm

Gin

A:g
T
Ser
Thry
156
Gly

Asn

Tkr

Lo

Yal

Ty

hY

har

Yal

P
b
n

Gly

La
_3E

o lau

Cys

Ser

Ser

Ser

21%

His

val

Val

Ser

40

Val

Thr

The

Pha
129

Yal

lecu

Gly

Ser

AN

Leu

» Thr

Thr

Phe

164

Gln

Ple

W THY

105

Th.r

val

Ala

1ES

sly

Gly

Lys

o
L]
"

Ly»

31ln

Se-

Sz

94

Lys

Se:

val

Sar

Lys

17

Leu

Mt

Les

A

b

The

Tyr

Th- 5.

val

Pro
250

Phe

Avp
23k

Pro

prc

Ala

Val

AAp

Glu

- Tyr

S5ar
140

Lys

. Tyr

Ser

Thr

220

Ly

Cys

Pro

Glua

p.'.'_}

Th:

Aap

Ala

Sar

Gly

=

Lys

Val

)

Tyr

Lyr

lye

he
110

Tve

T™hr

Pro

wal

190

Ile

val

Ala

Pr<

Lyas

Thr

Gly

Flis

Thr

far Q1

[EPRTT

17h

Ser

Cys

Glu

Fro

£05

Lys

Lys

Fhm

L

Ala

8C

Ser

Val

Asp

Lysa

Fro

Thr

val

Asn

Fruo

240

Slu

Asp



165

240 265 270

Thar leu Mez Ile Ser Arg Thr Fro Glu val Thr CTys wval val val Asp
275 280 285

Wal Ser Hims Glu Asp Pro 3lu Val Lys Phe As:i Trp Tyr Val Asp Gly
P lul 29% 3071

Val Glu Va? iie Asn Ala tys The Tys Pro Arg Gla Glu Gln Tyr A
ENE) 310 115 1

far Thy Tyr Arg Val Val Sar Val Leais Thr Val Lau His GCln Asp Tep
iz5 339 335

Lew Asn Gly Lys Gla Tyr lys Cys Lys Vel Ser Asn Lys Ala leu Pro
340 345 350

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys G.y Gln Pro Arg Glu
LN 16D 6%

Pro> Gln Va_. Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg S5lu GLu Net Thzo Lys Asn
3G 37 381

Glr. Val Ser leu Thr Cys leu Val Tya Gly Fhe Tyr Pro Ser Rsp Tle
K]} 390 19 400

Ala Val Glu Tyrp Glu Sar Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asrn Tyr Lys Thr
405 419 415

Tar Pro Pro Vel lLeu Asp Ser Asp Gly Ser Fhe Phe Leu Tyr Ser Lys
420 425 430

lasw Thr Val Rep Lya Ser Arg Trp Gl Gln Gly Asn Val Pre Jer Cya
435 440 445

Swr Wal Me® Kis Glu Ala Leau His ARn Hia Tyr Thr Gl Lys Ser Leu
4:0 458 48]

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
465 470

<210> 17

<211> 702
<212> DNA
<213=> Yapay Dizi
<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip L1’in hafif zincirinin nikleotid dizisi



166

<400> 17

atggtgotge agaccoaggt gttoatoton ctgetgotgt ggatotesgg cgegtasnggs €0
gacatcoaga tgatcoaay coctdgragl ctyagogocs gUtgcgs tagagtgacs 120
atcacatgjeoa aggccagcca ggacgtgtoc acageogtyg cociggtatca goagaagocot 1810
PJucanygree coasgoetgot gatotacage golagotacy ggtatacoyg vgtguocsge 240
agattrtnotg JoagogIons ogfoaccgac ttoacnotga oaatocagoag notgoagnoc o
JaggactLog CogLglacta CLGOCAgUag CAlLatatca CoOCICtGac Ll ggelag Jen
JJcaccaagc tggaaatcaa gootacggty gocgoococt cogtgttcat cttoceoooeco 4z
toogaogayge sygotguadaytc cggraceges teegtyggtyt gurtygutgaa taacttotac 460
coccajagagg ccaaggtgca gtgjaaggty gacaacgocoro tgcagtcocgg gaactoctag E4D
GAGAGegt ga COQArARGA CASCASGIAC AGCACTSACA GUOtGAYSA] TACOCLACT EGD
SLgAQCaAag CCYACtACgA gaagcacaay ghtgrazgest gogazgtgac ccaccagggs EED
CEGAGQCL OCC COQECACCAA QAGCtECALC AQYAGIAGE Gt M
<210> 18

<211> 234

<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip L1’in hafif zincirinin amino asit dizisi
<400> 18

Met Val leu Gln Thr 3ln val Phe Ile Ser e. lLeu lLeu Trp Ile Ser
: < 1¢ 1%

Cly Ale Tyr Sly Asp Lle 31ln Met Thr Gln Ser Prc Ser Ser Leu Ser
3c

Ala Ser Val Gly Asp Arg Yal Thr Ile Thr Tys Lys Ala sHer Gln Asp
3c 40 45

Val Ser Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
3C S5 61

Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Sar Tyr Arq Tyr Thr Gly Val Pro Sar
&5 70 15 ac

Arg Prha S&r Gly ESar Gly 3 Gly Thr Asp Phw Thr Law Thr Tla Sar
B85 920 95

n
i

Sar Lau Gln Fro Glu Asp Pha Ala Val Tyr Tyr Oya Glr Gln His Tyr



167

100 105 lc

Zle T=r Fro Leu Thr Fhe 3ly Zln Gly Thr Lys Leua Gla Zle Lys Arg
115 120 125

Phe 1le Fhe FPro Pro Set

143

Yal
138

Tht Val Als Ala Fro Ser
T30

Az Glu 3ln

Isy Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val val &@u LEs Asn Agrn
L

45 53 155 lel

Pro Arg Glu Ala Lys Val
165

Sln Trp Lys Val Asp Asn ALa leu Gln Saer
130 s

Gly Asn Ser Gln G_ua Ser val Thr Clu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
18D 185 <3C

Tyr Ser lsu Ser Ser

195

Thr Leu Th:r Leu Ser Ly= Als Asp Tyt Glu Lye
200 208

His Lys Val Tyr ALa Cys 5lu Val Th:
210 215

His Gln Gly lau Sec
223

val Thir Lys Ser Phe Asn Arg Gly
225 <32

<210> 19

<211>702

<212> DNA

Glu Cys

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip L2’'nin hafif zincirinin nikleotid dizisi
<400> 19

10

atggtgctgc agacccaggt gttcatecico ctgctgoctjyt ggatctocogg cgogtacsgygs €0
Qacal cgl ja LQACCCAR4g CCCLAGCART CLGAGTQCCA Gogleaueygs tagajtgacs 120
stcaratgua aguragels Yrscgtygtol acagorgtygy crtgytatia gQuagaaguet 180
Jacaaggcce ccaagstgot gatctacage gocageotace gytacacsyg cgtacccage 240
Agatretovg JOAGCOGUT CQICACCYAC tECASOTESA CRAtCAYSAG CRtQrage IGn
Jaggacttog vegtgtacta ctgroagosy cadravatoa guoorutgac stttyggocag Jen
FFuancaage rggaaatcaa gogracggtg gacganooet angrgrtaat ottoconnon qz0
tregacgage sgotgaagts gyracoegre tolgtgytyt guotgutgaa taacttotac 4E0
cCCcagzagealq ccaagqtlca QrIgaaggty qacaacgecsc tgcagtcogq Jaactoccag £40



10

Fagagcgtga oogagoagjga cagcaaggan agoaaltaca gootgagoag nacootgaos

168

ctgagcaaag ccgactacga gaagcacaag gtgtangact gohgagjtgac

otgagot oo cogtoacnaa gagottceaac azgggggagt gt

<210> 20

<211> 234
<212> PRT
<213> Yapay Dizi
<220>

<223> himanize TINA1 antikoru, tip L2'nin hafif zincirinin amino asit dizisi

<400> 20

Met Val leu

Ala

Val

Lys

b

far

Tla

Tar

Lo

Gly

Ala

Ser

[ )
<13
~

Ly

Pre

L&

wonr

val

130

Lys

Arg

A

Tyr

Tau

S&r

tlo

¥ro

115

Alm

S&ar

Clu

Gln

Gly

20

Cly

Ala

Tle

Cly

Tro

100

Lau

Ala

Gly

Ala

Gln

Val

Tyr

Thr

Fro

Thr

Lys
165

Tla

: ATg

Ala

Sar

-

Asp

Phea

Ala
15)

1"“ l

val

Yal

wal

Ala

Ser

Pha

Sly

Sar

Val

Fhe

Mal

Thr
40

Ala

Zlin

L2

Phe

val

Trp

Thr

Ile

Ila

- Gln

Tyr

Thr

Val

105

Cly

1le

val

Lys

Gl

Ser

Zin

TrLr

3ln

Asp

ac

Tyr

Trr

Fre

Cys

val

170

3ln

Leu

Sar

Cys

Ly

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Fro

155

Asgc

hap

Zau 2

Leu

Pre

ys

Fro

£

Thr

Thr

Oy A

Lal G

Prc
1430

Asn

Leu

aGlin

ARN

A_a

lys

o
aer

12

Ser

Lys

Val

Tar

Glr

“1c

Ile

Asp

s

Apn

Ile

1]

Tau

Cln

Aln

Pro

Ila
as

His

Lys

nCACCAggIC

Ser

Asp

Pra

Ser

ac

Tyr

Arg

Tyr
160



169

160 185 190

Tyr fer Lan Sar Sar The Las Thr Tau S&r Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
193 200 20z

His Lys Va. Tyr Ala Zvs Clu Val Thr Ei1s C.n Cly Leu 3ar S5ar Pro
210 2158 220

Val Trr Lys Sar Tha Aan Argy Cly Clu Cys

10

15

225 230

<210> 21

<211> 702

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> himanize TINA1 antikoru, tip L3'lin hafif zincirinin nikleotid dizisi

<400> 21

atggrqgotgo agacocaggr gttoatoton ctgotgotdt ggatotengg ngogtasggs &0
gacatcgtga FQATCCAYAg oot AGCAG CHYAGRPCCA GLQtGIYcga CAAJtgACT 120
atcatatgoa aggocagoca ggacgtgtoo acagongtgg ontggtatna goagaagooo 180
QUCAAYCAPC CCAAYTLJCL Qal ClACAgs gOCagTLACT ¢QLasacegy TFlgorgagd 440
agattrtcotg goagcggycic cggcaccgac ttcacooctga caatcagoag coctgocagooo LI
Jaygecttoy cogtgtacta ctgueagrag cavtatatcs creocnctgar vtttgyovag JEND
Fgcarccaage tggaaatcaa gogtacggty googozccct cogtgttcat cttoccoooo q4z0
teoegacgsye agrtgasygto ogracoegoes teogtgutet gUrtgutgaa fascttotac 4R0
fccagagagg ccaaggtgzca gtygaaggty gacaacgess tjcajtcoojg gaactosocag 40
Qgagagogtga COQejca)gas CAZCARYQAC AZCACCACH GOOLZAJOAF CAacCCrLJRce L0
ctgajcazag ccgactacga gaajcacaay gtgtacgoct gogaggtgac ccaccagggs ten
CRQAQCL O0C COQECACCAA QAGCtECAAl AgQAGUQAgt gt My

<210> 22
<211> 234
<212> PRT

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> humanize TINA1 antikoru, tip L3'Un hafif zincirinin amino asit dizisi

<400> 22

¥et Val leu Gln Thr

K

el

F P

10

Val Phe lle Ser lLeu Leu lLeu Trp lle Ser

15



Ala

Vval

Lys

1]

Ser

lla

hr

Let

.45

Fro

Cly

Tyr

His

“Wal

225

Ala

S&r

Ser

53

Larta

Leu

Tnr

Val

PRI

Lye

ALy

Asn

Ser

Lys

210

Tnr

Tyr

Tht

L

Ser

Gln

Tro

115

Ala

Ser

lLeu
195

Val

Lye

<210> 23

<211>5

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 23
Thr ARla Gly Met Gln

1

Gly

20

Gly

Ala

Ila

Gly

Pro

109

Lau

Ala

Gly

Ala

Cln

162

Ser

Tyr

Aap

ARp

Val

Tyt

Thr

rra

Thr

Lys=
1695

i
V-
=

Ser

Phe

5

Arg

Ala

(=0 J

Gy

Asp

Tha

Sar

Ala

152

val

Sar

Thr

.:'::!- 8

Am:
231

val

Val

Tcp

Ala

ser

Phe

51n

‘l' ; l

Leu

et

Thr
40

170

Ila

Gln

or Tyx

Aln

Zln

120

Phé

val

Tep

Thr

Th-
200

1 Val

Thr

Val

105

Cly

Ila

Vval

Lys

Cla

185

ley

Thy

Rlu

Thr

Glo

Asp

5C

Tyr

Ty

Fra

val
170

Cln

Hig

Ser

Cys

iys

Tyt

Fhe

Tyr

Lya

Pra

Asgc

Lys

Gln

Prc

Ly R

Pro

L2

Thz

Thr

Cys

Lay

Pro ¢

140

el

As:l

Sar

Als

nY 01

Y
w e

A.a
45

Gly

Lea

Asn

Ala

Lys

Asp
20%

Sar

Lys

Val

nr

Gl

L1

-la

Anr

Asp
~8cC

Tyr

Sar

Leu

Gln

Gln

Pra

Zle

35

His

Lys

Rlu

Bore

Gln

b b

Ser

Skr

Ser

ARp

PLOD

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr
LED

Lys

g o]



171

<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 24

Trp Ile Aan Thr Has Ser 3ly Val Pro Lys Tyr Ale Glu Asp Fhe Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 25

<211>12

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

Ser Gly Phe Gly Ser Ser Tyr Trp Tyr Fhe Asp val
1 5 10

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

Lys Rla Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala
1 5 10

<210> 27
<211>7
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28

fln Gln His Tyr ;le Thr Pro Leu Thr
<210> 29

<211> 1410



<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 29

atgaaacacc
Jrgcagerge
Lgraaggsoa
Igccaggjcce
Facgacttoa
cagalcagea
gcagcagc:
Joect ocaAnes
JPcacagreg
tggaact-ag
Fgactatant
tacatoctja
aaatcttgtg
coot Caglor
daggtcacat
tacgtggacg
agracgtacc
Jaytacauygs
aaagccaaag
algaccaaga
QUogt gigsgt
stggactz=eqg
cagcagggca
fAgAsQAGee
<210> 30

<211> 470
<212> PRT

tgtggttezt
Agcagagagyg
goeggel acac
tgaagtggat
AgggCeegygny
grelgaagge
actggtac:tt
AJYGOCC ARG
coct gygoety
gegooctgac
NeCECAGaAg
st gast oA
acaaaactca
toototiece
gugtygyt gyt
gcgtggagg:
guut gl cag
geanggtosc
jccagcoocg
acgaggl cag
FYURJugCas
acgzcteoctt
acglottere

rotocctgee

<213> Homo sapiens

cctoctgetg
nagrgagoty
cttraccaas
gggctggatc
tgecttoage
cgacgatace
cgacgtg=gg
cgrtoettoccn
cetggtcasg
cagcggcgtg
cgtagtgaca
rasgUCcage
cacatgocca
CCldadacCCy
Jravytgage
gcataatgec
cgtecleace
AETYSE Y. I
ggaaccacag
cotgacel o
LS AN GR- 53 A
cttcctetars
atgntaegtg

S ACOGTAAR

172

gt3agcagctc
aagaagoctg
tacggratgae
aacacctaca
[al &+ Te £ Naf Taral
goeglgtact
ggccajggca
ctggcaccat
gavt st tor
cacaccrTtoc
gtgoentaoca
a8lacCiiadygq
cocoTgooeag
AagYalacsT
calganiyacy
aajacaaagc
gleccigeace
ctoeocoagecy
gtgyrazacco
claylcaaag
Jajauaasct
ajcaajctoa

algcatgagy

cZagatgggt
goganagogt
ALTGGOLgas
coggrogagoc
qogrgageac
tcogogecag
goctggtgac
QNtaNAAZAG
Cojaacooygt
cogoetgrert
JrAagottggg
tQarasgag
cacctgaact
tcatGatate
Ctjagatcaa
cCcgggagya
aggactggot
CratUagaa
taccooccate
guntotatoe
srasgearoac
ccgtzgacaa

cLetgracaa

Jctqagc-cag
SAalagartgrocn
FUAPICITCA
Cacctacac:o
ngoectasntg
AgGgegQeLLe
cgtgag-tca
nacctatgge
Jacegtgaygo
Joagroeotey
CACCCAGAnT
agttgaguoes
cctgaggygs
TTGQACTTCY
Jrttcaactyg
Joagracaacs
Gaal gucaag
BacCat ot
~Cggzyag3aag
CagCgacalc
vectoecogty
Jagcaggrgg

soagbacace

(3]

120

180

240

&0

1020

108D

1140

1200

1260



<400> 30
Mt Ly= How

1

Yal

Pra

Thr

The

Ty

val

Ll 3]

-~ -
n e

Sly

YVal

Phe

Yal

‘I'a 1

2¢5

Lys

Iau

Gly

Aszn

%L

Tep

Asp

Ala

Fhe

Tep

130

Fro

Thr

Prn

Tr.c
210

Awnn

Sar

Al

39

“yr

Mat

Phe

Tyr

Cya

Sar

val
RAla
135
val

Hisn

Cys

Gln
20

Ser

Sly

Lys

-4}

106

Ala

Sln

Val

Ala

Sar

156

val

~ys

Asp

g
5

WVal
VWl
MHet
By 4
Gly
Gln
Arg
Gly
Phe
Lea
&5
Trp
T
Ser

| 3-23}

Lys
24K

Fhe

2ln

Ly

Asn

1le

T

Axg

Ila

Bly

Ser

Asn

Sin

Ser

A 4]
[V
Tt

Thr

il

La

Val

Asr

Gly

r Lys

Sar

ey

His

Lou

Gln

Thr

Alas

Fhe
124

WAL

> Ala

Lau

Sy

puls

Lleou

Ths

Thr

173

Lys

Tyr

Fhe

Taue

10%

Thr

Pro

val

' Ala

185

Gly

Cly

Lys

Leny
14

Sar

Ly=

Thr

Ser

7

Ly3a

val

Sar

Lys

1740

lau

e

Thr

Prc

280

Vul

Gly

Ale

Ala

Gly
[

Leu

Ala

Ser

A

Sar

Aap

Asp

Tyr

Ser
-47

ar lya

155

Asp

Thr

Ty:

Cln

Anp
235

TyT

Ser

RIYS

Thr

22

Cys

Ala
Zlu
Gly
4=

Sly

Thr
Asp
Trp
12

Ala

Fhe
Cly
I
205

Tyr

Pro

la.u

Tyr

Gln

.

Ser

Thr

11l

Tyt

Thr

PFrs

Wal

N

Rear

Zle

Val

Ala

ALy

Lys

Ths

Sly

Tyr

val

Ll

Ala

Phe

Thr

Sar

sGlu

175

SRy

ya

Gl

Tro

Lys

Plhe

lLeu

The

80

Ser

Val

Asp

Lys

Cly

16C

Fro

Thr

Val

Aor

Pse

24¢C

clue



leu

Thr

Vval

Val

33%

Ser

Letu

Ala

1 3 £+

Glr

385

Ala

Tar

lLeu

far

Sec
4en

Leu

Lau

Ser

290

Glu

Thr

Asn

Dro

Glo

ERI

val

Val

Pro

Thr

Val

450

Leu

Gly
M=,
2715
Hie
Vas

Tyr

Gly

[PV ]
L]
w e

Val

Ser

5lu

Fro

Ser

<210> 31
<211> 702
<212> DNA

<213> Homo sapiens

Gly

260

Ila

Glu

Kia

Arqg

Lys

140

Glu

TYr

Leu

Trp

. K18

Fro

Pro

Asp

AS&:

val

3z5h

Lys

Thr

Thr

Gl

40%

-l

Lys

Gl

Gly

Ser

T ALg

Prao

Ala

310

val

Tyr

Thr

p 21

Tys

390

Smrp

Ser

Ala

Lys
470

val

Thr

ser

Lys

Tla

leu

Asn

Arg

Law
455

FPhe

Fro

280

val

Thz

Vval

Pro

Vval

cly

Trp
440

Hig

174

Leu

265

Glu

Lys=

Lys

Lys
145

Lys

Sar

Gln

Cly
125

ARn

Phe

Va.

Fhe

Thr

330

va.

Ala

ALg

Fro
419

S5ar

Hi=z

Prc

Thr

A

c Arg

ais

val

Sarc

Tha

Tyt

Prc

CyR

Trp

302

Gla

Leu

Asn

Cly

[FYRS |
w b
| Sl

Tyr

Aznn

rha

Asn

Thr
463

Lys

WVal

238

Tyr

Glu

Lys

Gl

365

Pro

Axrn

Pro

270

Wal

wval

Gll‘a

Ala
isn

Dra

“Lrx

lac Tyr

val
445

Gl

bre

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Aap

335

Lasu

Lys

Anp

Lys

41"

Ser

[ 4
I~

Asp

Gly

AR
azo

ARD

1le

400

Thr

Lya

Cys

Lan



<400> 31

atggtgotge
Fatatceage
atcacatgoa
QUCAdggoec
agattcajcg
Jaygscttoy
jgcaccaagg
tUCgRCgae
secagagagg
Qagagegt ga
stgagcaszag
cekgaget oce
<210> 32

<211> 234
<212> PRT

agacccaggt
FQACCCRAYAY
hgg(‘.ﬁ.‘lg(‘. %
ccaagal gt
gcagcggcoIc
cogt gt sota
tggaaatcaa
oot gaagnc
ccaaggtgca
COgagragga
ccgactacga

Cegtecaccaa

<213> Homo sapiens

<400> 32

Met Val leu

Gly Ala

Ala

Jer

val

Lauw

e

Leu

Ser

Zla Thr

Tyr

val

Ile

Lais

S5er

Gln

JE0
115

Thr

5

Asp T2

: AT

Ala

val

Ila Sa

T0

Tyr

Dbl

Sar
BS

Cly

BFro As

169

Lenn Thr

Pha &

gttoatoton
reccageage
ggacgtgzTon
gatctacayo
cggoaccgac
ctguoageay
gcgtacggtyg
I AL e
gtzgaaggty
rAgrasgac
gaagcacaay

gagettcaal

Phe
Lay

a Sla

Sar
40

g »al

Ty=-

wn
w

r Ala ¥

y Sar =

Ala

p Phe

Ala
b g

175

ctgotgotgt
ctgagrgeca
attgongtgg
gQOCAGILACT
ttcacococtga
caclaatca
gcocgozooct
teogtggtyt
gacaacgcas
AZRacrTacea
gtgtacgeet

LI b i [ E RS

I1le &er Zau

Gln Sar

Ila Thr Cys

Cln Gln Lys

Tyr Tyr

7%

Thr Fhe

Val
105

Tyr Tyr

Gly Thr Lys

JFAL ot engg
FTUtGUCys
cotggtatoa
GQrATACeYy
ccatcagoag
coeeLetgac
cogtgttoat
grrtgutgeg
tjcagtecgg
QreotGagoag
grgaggtgac

[

ey Leu

Pro Sar
Ser

~ys

Prc
[N

Gly Lys

Val

Thr Gly

The Lau

Glr
1t

Cys Gln

val Glu Ile

Thr T

cgegtanggs
cagagtgtcos
Fragaagroe
cltQecegad
coctgocagooo
vhtogygeguo
cttoccooooo
ftaacttctac
Jaactcocag
TACCCLJAce

ccaccaggge

Ser
Lan

Jar

Gln Asp

hla

2ro

bro

His

Tyr

Lys Arg

€0

120

1E0



10

15

20

176

Thr Val Ala Ala Pro Ser Yal Fhe lle Phe Prc
30 13%

Tei. Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Teu

4% 1450 15%

Pro Arg Glu Ala lys Val 31n Trp Tys Val Rsp
165 170

Gly Asn Ser Gln Gly Ser Val The Glu Gln Asp

180 183
Tyr Ser Leu Sar Sar Thr lLau Thr Lau Sar Lyg
195 200
His Lys Va. Tyr Ala Cys Slu Val Thr Hia Ila
210 715

val Thr Lys Ser Fhe Asn Arg Gly Glu Cy=

225 z3an

<210> 33

<211> 30

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer mG2aVR2'nin nikleotid dizisi

<400> 33

agagticcag gtcaaggtea ctggctcagy 30

<210> 34

<211> 30

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer mKVR2'nin nukleotid dizisi

<400> 34

agtccaactg ttcaggacgc cattttgteg 30

<210> 35

<211> 30

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

Prc 35

143

) O

Adn

Aarn

Ala

Lys

Asp

Agn

Tén

Asp 3

w90

. Sar 3

Glu

e

Gln

1%

Glu

Thz

Lys



10

15

20

25

30

177

<220>

<223> primer 3.3-F1’in nukleotid dizisi
<400> 35

tataccgteg acctetaget agagettgge 30
<210> 36

<211> 30

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer 3.3-RT’in nikleotid dizisi
<400> 36

gctatggeag ggectgecge ceegacgttg 30
<210> 37

<211> 47

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer TINATH-F nin nikleotid dizisi
<400> 37

ccagatgggt gctgagcecag atccagttgg tgcagtctgg acctgag
<210> 38

<211> 48

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer TINATH-R'in nukleotid dizisi
<400> 38

cttggtggag getgagcetga cggtgaccgce ggteectgeg ceccagac
<210> 39

<211> 48

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer TINA1L-F’nin nukleotid dizisi

47

48



10

15

20

25

30

178

<400> 39

atctecggeg cgtacggega cattgtgatg acccagtcte acaaatte
<210> 40

<211> 45

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer TINA1L-R’nin nlkleotid dizisi
<400> 40

ggaggggygcyg gecacagcecc gtttcagcte cagcettggte ccage
<210> 41

<211> 22

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer EG-Inf-F’nin nukleotid dizisi
<400> 41

agcteccaga tgggtgetga ge 22

<210> 42

<211> 22

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer EG1-Inf-R’nin nikleotid dizisi
<400> 42

gggcecttgg tggaggetga ge 22

<210> 43

<211> 24

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer CM-LKF'nin nikleotid dizisi
<400> 43

ctgtggatet ceggegegta cgge 24

48

45



179

<210> 44

<211> 21

<212> DNA

<213> Yapay Dizi

<220>

<223> primer KCL-Inf-R'nin niiklectid dizisi
<400> 44

ggagggggceg gecaccgtac g 21
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SEKIL 1

SEQID NO: 7: cTINA1 antikoru agir zincirinin nikleotid dizisi

At gaascocbgnt b et tent oot et raae e s ia t gaa b aer oegnnaaaraoag

At peant Srtggoerct et gaacang s T Quaganac et Caqiat Cr oot e aagra L et

0T AT RO T AT AAT T gr T agAAT GrAgT 0T g0 33 ATQE AN teaAge TN gRAagt g

oy

A RN TS ECR IPERS 13 SALIR NG ERII

AU LAt a0 T e et t g L a Lanis gandiy

T LG AGAC IR et agratt Iratal LhaCanat cagoaanelcaa 15 aaQaanas
avter s flatt oot g gea b ogroat v ettt adsbacT Gt art oot ol ot agqaaoa ta
spgqaiy seipo iy et oot Cagect e cinc oo e T nd gyt et g o 1S LNT RO OR IR

LICAaajaycacilolaood Al adscIcortggartacctodlcaadgeant At LUaoagaanan

I ke PaYodadod s vt (o fuball v ods B ¥ olndats Fosofata Fnluiniute &3 Fat sts kv oln (o Lol e kv oty Tol: T edehebol Sl DEvtals [uduls Rl ud ok ot FORLT S

IR SPTY ¢ X HFTTAS IAA IFTEOH BEM ST RINY ST S SE AP PAE PIRRT SIS MRS RO AL SNEAN EHAFITS T S IS IS I3 SO TRSs SORM 1Y PRYALS
TR CAuA@ErCoAgoaIcacCaaduidqacaanadanttgagcroaast o
SEFRAPEPETEEFRRILRTY Rl RV RIS PR GO FRTATOA NS L SESLRTS 1 Leh Th{u S¢S BT TS AN oie39 14 19 LEIY IFROURIRY IEOFY EbEul ol sthes

IEOSSLAL SN ARAPIPIPS PAERSLOPERL 15 |4 B EAFS TS DAL RSP EDRS FUoR il ARl ad 43 1372 104 0 e

Jotonoatgostogn

AT gATCCACTTIRGA THAT T CAG Il ToaAnTIal acgU AT Gar 3T gGagquT oAt

Tangt o Aar oAt o

BRGNS RIN0 PRI 0 Tt SN I8 I X1 R AN

AT O T AR T T A AT ACS I T T A0 L]

R S R B P T PO TN SIPRATS B S YR B TR R R TV E T DEOE TR S BARINS 13 SV0S I RSIIOT RS [l NS 8 IS TS
A TSP R AT AL EY SVISTO TR S FE RIS I ERDAR I Eo IE RS FRTICEY IS4 A PCT S SATAR I 6 IE R IC R A SRR S PR IR T PTRUES Ih PSS APV Y |
L CATAT T Qo adt o g adoan t ST TG T AN AT e L TN S A T R ST

[0 TR N 15 PERES SN SI0SS R YO8 14 BADALER WS SUREST RN S AP TRAL T ERSNETEY Eod ol TUSRE SRS Iy SIRTMIOATS Iy RS

CARCCAG ICAZCgT ot T e ot ot oot aat rat qangagot ot acacaadoea ot ACaT T dagaay
agoobt st oot guol oo gaeiie

Sinyal dizisi (1-57). degisken bolge (58-420). sabit bolge (421-1410)

SEQID NO: 8: ¢ TINA1 antikoru agir zincirinin amino asit dizisi

CETYEREICCKASGY TETTACH NV KM PRGN I G INT
AVTVEBASTR

TNRTOSVVTVERSS

MEELWFELLTVAATREVLS QI QLY LG PELYE
HEOVREYALCFROEUAY LY PRSI EY LI SN L
STEVFPLAPESKSTERGTARLGCLYE DY SRR PUTY

o1
S

TART T ELVHETERAVILD

.

Gy Ty T N P N TRV DN RVE P DR T T P P I PAD L L OO POV LT ER P DT I M I GRT PE T ON I

VABEGRPEVEE NG DEVEVID K UK RE R Y TR ON IV LR e L K Y RO RV N R A PAR T RERT T

Tl

EARC B DY PR SRS RS L VEGE YD LA YR RSP RN R T TRV LS

LA PsE

R RTURE S SE S N N N E T RUF N T SN 00

Sinyal dizisi (1-19). dedisken bdlge (20 140), sabit bolge (141-470)
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SEKIL 2

SEQID NO: 9: cTINA1 antikoru hafif zincirinin niikleotid dizisi

gt cuAatot Tedgee gt argnogn

angobartgoacaroragat bt oo bocetact o

ot gat gacooan i rariartlodtat oo o s Lo S ua e s G CA T Ca T et goasy

gt TAdgaarorgant s ot oGt et

Crpatt tact cechal oL T CECT AT AC T YGAgT CoC T arcanT naa et pcantoeatot gao
et L ar T T Cartat rarranl gt Goagaet Quaddo Slase eyt L LAach R aniin
Cattatatracrorget e JU g UG T Qaacs Qe T g U T QAo b ol oo g o

coctocobglleat ctLoeo too ot ooga s Jaanaiaria

Lot aaat st b ot a0 e e i il T A £

fa als PEFCERY SRR SESFETE 1) PEENFERE DRt RUNTERRURN® S Re Sy Pufu iy Tags ESTRNYEE LE2 RERRS

ctgorcc ooy O TV T a G ang o srangg b ara oo guaganat o cerany

Sinyal dizist (1-60) dedisken bolge (61-387), sabit bolge (388-702)

ST T TR alalolatals Rtk et & oV 1 EA ILIPAF FIERREES [ IS T ST A |

SEQID NO: 10: ¢ TINA1 antikoru hafif zincirinin amino asit dizisi

M LTV E LS L LLW LS SR TV G HEEM T AVC DR b L O RAD SIS TAV AW Y SR T GOSPRLL Y

MA LT

D e

WREYTECNE GH e R GaE TaR U LRV LAY T

LES L AS YL LY F R T R W ONATL R USRSV TR QUAR DN TY S LA TR SE AT EKHEVY AR
THuL LR TFSFRROED

Sinyal dizisi (1-20), dedisken bolge (21-129) sabit boige (130-234)
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SEKIL 3

SEQID NO: 11: hTINA1-H1'in niikleotid dizisi

atmazardort ptgat ot T TTOTOr SOt agat G LA andg T anagotgan
Lt Tl tadagd g adada Sl ag o ERF TR ¢ PRET SO LY AL | SURN S IS EUPNTRRY [Y S URvTR UL ¢ IE FAR T AR

NTATEE Yatale Paals f4 Sl Sulls Fuik Yo drobode Tu f ie foleCudigs (xTa (o) AUARRESLES MRANt I B TR RN S T- 5 S IR o1 ARl AT FYRARAIV RER St Rat

SRR PI L ERT vl e ar; I T Pt SN T ALRATE RS EHES B R CE Y e E SR TS SR TR P PTR APE EAARN O { Y S RL L AL

RATTIAR SR AFEES SRS TN EE LRS AT FS B U0 B¢ A0S 8 6 SR YR ESLIATALLN BT g T st arnaggosataaglia oL

e oaet et eprT st togasrt gt guty e L gg g raco st S tgat oot

AlgT

IR ARAR RV FRESPINY &

epO Tl Caregogr U reoorgagaaenato st Toacgaaracot chagogsedcsgreacretguaclgooty

QrraaT ot Ut c e el r gt gAn et agadc eagg o ot A eogegeant goea o s

Pl gt Co by Cog Lol Lo aga ae L L AT ISt Tageagaan Tt goc g lgone Lodagaag et t

caacTtanat ctosdacglyad Urd TaAdT oCAagUAan ol 1A aan g ad T taaceT oo

G0 ar

[RESPLE ST B B4 R U RTRRTS T30 TR RN S DPFE oF} ESPPRIRS FIGoR it § QAN ¢ SRR 1Y gugialcel ot
[oRrul o (TR e R TRl ot oo s Pu By ROEPE oits I T 04 ¢SV Rty EOT SAPRARIG RACHE S AN AR k AL RALES FRA IR RN S
S TT oAl Kibs B PR EX0% ERTSEQSSES PR PR & HAANY I SRSLERSIN PUSRRNEY E¥ IS RREY | Be It = TS0 Plidedddd Sa

AL T T ACT A AdC Aot aso gl e Togry JCATITACL LY

LTI TG TAAGIN T T T [RRERTERS ETRE N SEas b B 65 HUTS RYPHIN YOU SRAEY I MMS0 N &

U A

LI OAacatyarlaagaAs s

Ak, 0] e
Cedl 2a s TAns T g ob g T Ao Ao Tt Doy anrat o raataasgt gggagagoaatgan

(AR S AT ATS PURVPRTMRITEAMNT PRI IR D% EIVE TSt SLACAL IEGR SERLE RULFRSLING [SUS Bt SEPTELY PY RRTF Rt SRRRPR G AEDS (SN S AN TS &F [P LA |

CECACCT S Gd et 3N A Ay lancat ot obeat et oo gt gataeat reag ot ot o as
AACCATT AT et o b ettt eyt i

Sinyal dizisi (1-57). dedisken bélge (58-420) sabit bélge (421-1410)
SEQID NO:12;: hTINA1-H1'in amino asit dizisi

MR R T L Y AA P E WY LN O LY D AN R S R R DU EAS Y D I MR N AR DG LE WG N

LAY BFIFL A (P

CARL LKLY PR T REMACALT S VI ERANL pLSOLY S LISV TV PSS AT.

VEEYAFD LT EETAN Y YOS FNE YWY DYWL DTV ANARTE

GVETT AP

(RS AY

HOTLMISRETREVTOVYYD

Y IONVEN N ONTEVDERVE K S O TR TT PALE LLGOT IV LE D RR

W T PN G VHHAY TR RO B Y N TR AV T T R R L NG R Y ROTEV O RE LD PAR TERT IS

LR Oiebls DORAFFTYOR

NV T LA EY AT TR EWT

LY DR R OGREY r SUSVMHERLENHY U oES LT

Sinyal dizisi (1-19), degisken bolge (20-140). sabit bolge (141-470)
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SEKIL 4

SEQID NO: 13: hTINA1-H2'nin nukleotid dizisi

IR R PO It S0 S 415 AR SRSl AT IR S Eut 0 B RN LR T DR RSP (RS SR Y TR glh FYT+ERT TN I M F AT S NS

P LT g LG U g da s Juaggage

joeet gn -!(_!f]?‘.‘.'_;:'.'..ICT_(.;‘..'{.1.1":1\:]fftf..gCg"_.‘(.‘f.-‘.&'.;CC!.'..’.

QDU T UG e gt e T O T e L A g G T T gaaatgoat cagologa Loax Taly

copcageoneib e g s ag oot boad oy agag g oa Loa ool gac i rag e ar ol 0
rten et et o et e TR AT OO A AT O T P At b e et e Ay et e
QL CRQULECTGY e Lol Hert gl goaoeadyguraur ol o G lda ot g lea 2 U b oy o0 Lo 3T e
gL it [ o AR SR It 4 Tty Pk ot atiall aff phal e o T2 k-0 £3 [ At KR NN e B2 At 1% EAR Rt T Kl ars LR RN |35 ErEnl Madatud 8 '}
[ERaArI AT o0 T ol ol Bhat od SLuvals T Eofalarriiieds Yol Rabe 15 Be £od o Fe POt sl ARNIR £+ SALT Il At | R RSTARTT FELYS Tolors SN0 [DOTRRE AL
Cuovnogotglentgeegt oot oaeg2ot ot aot dontvaguagt JLUdQL ga e g ool caacoanat e
(SIS TRV S iy FE Iy Tation dit Ful Al e Lol Dotog sy Prhelels Lo B Ta S adaR apiee LGP B% Baie Bapiic bx 4 Jh Rl id e UM I Lo TN T RERARH I e Suiah
bl VLA s L e datal gt o ClgueZal T v L jae Lo Lanargaga o T agt ottt
[N T ubapl SR TOTn I B S it oy Pols ks tov Lo Lol KBS R skt PR alol IEaRROels [EEFRATMTRLI P01 FE R st gegtagtogabaaas
bt el JAATAT O T AT ECaA T T oan Tt ol oot agaagnt goat Aal go A ana
AATE T IIGHIACCA AN aAraacarqracoegob gt oegt ot esn Tatocctooasoaaract ol
CLgeat Quoaarm e b et e g a bt s Sl L oAt t AT A LA Al et e

AANTTTAANTA T T ICD I Fda T AT oG Ll E Tl i At D guaadaay s baa ol adiyaac

cagUioedooluoacotgerbegtoaaaddget bota il 2O e et it o ma s Taaat gaaacan Tl g
".'1(‘]r‘;“";.w:.;.:[i\g.,(Lf e ooy tonea”t g TGUArT IO C (ST A AR ARSI 1 TR I ]

[S8 LONTIAALS AP LY PEYOITITAS FEAS FOPHES SV I I UAF SIS MAAULY BB T RRLE RAVDROR M SRt IS S

et orgboat geoatgagaet ot geoae
AT d T
Sinyal dizisi (1-57}. dedisken balge (58-420). sabit bolge (421-1410)
SEQ ID NO: 14: hTINA1-H2'nin amino asit dizisi

MEHLUAFFLL LY AN R LS SV DLV O UAE VE L POAGVEV KA YT ET T
YD E AR RY T IS LTS T8I AY wl LSS LR E T AVY Y UARIG R W T RVR 0 LY IS B AR T
P L AR S T O RALCC I VDY PPE PV T N SR TS T Y PAY LU RS GLY S L SV UV ELS I

CTOTY LNV KRS SRRV E VESTDRETHTOP PO DADE T L uc sy 1 P ERERUT LY . DR DBV T UV D
VRED T
MK ROV YT LR PR REE M T RNV T G D

LIV ORSUW LGN MR RTHEEY T

Sinyal dizisi (1-19). degisken bolge (20-140). sabit bolge {141-470)

[ERKEREE ST ALY RS FoIE EHERE ST A U 8 S AT ST a0t FAE T B

SMOWVROA PG G AWMEW TNT

N EENW L VN AR TR TR E R ST S T RV S L OV L W L HE T RCEVENKAL PARTERT I7

KO DENEYETTERVL
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SEKIL 5

SEQID NO: 15: hTINA1-H3'Un niikleotid dizisi

A EhAt T it [ LRI SN R S At SV RS SR FES U RS S N N R2% vy § ofe ’T‘(‘ SINERSEF I RSSO of 0l s 19 Rakt |

A0 s JoFuba Faiats A TaN Retd FiTa Rt Palu Vagudads o FatJols ful

[l RabE P ES) S bk ARG NS AR I LS i WSS A0S | S SRR RO S

AUl s Cag b ug e ad ey age b g nvang g oot GolAaal guatge st gaate Aasans

PRI Fals R AR\ ERURI RO B 4 ST SRR o T ta fe [ x St ke Uu Erduie S Uliuh oL MUM B4 Dy NACAT el Ut o
[ZRnT LAt A ST RS RS DAl b S S-SU RSN XS RGN A6 1Y 16 K5 A0 AV A+ SS U5 K¢ PESEEEY SN PO & 1 S S ANT ik IS B A [Oia WIS EEPTRITS SIESAE FA R AN
SHIAITE LA-IH LI ANER AR B SRS T A R Rt AU ¥ Te Sy DRty Re 1y Falat nbul bt b Py nlpts Ruflaltleh ol haiie Tnd ARl s AN Wk iuhs ¥ Eof
[SEYRUSTIUINS PLPY LS SR I U DT 14 (0 ek A T A B s P I R UTE Y TS B S O N £t (PR I N

QTGS

EEalal S P Er Taril sl vl IS PURRE AT S-ICR ERRaF IR L TUl NS SIS Rite CRTin

Dottt

troeroegelgtoetacagrtootoacgact et oot eectoaygosgoo gt gacog i aeest ooageagot Lo

el I P S EAPS TR NS IR TRIE U § NI LS R¥ EUTD TR S B [ihis B TH IS

IREATE R e e PSR T DA SRR k4 19 ¢ IS S PRNY Rl At il Ty R b aleln
fuk il g SEATY BT |fﬂd'f‘ﬁ‘”ﬂ1!._.ZiﬂﬂﬂﬁlCl‘]iﬁif?Uﬂ?ﬂﬂfGﬂﬁf

atoageoacgaacg st aanat oot bo oy banuacgt Qraeqyogt ycagqutaoataatgroannaca

S A S Uk AR IS [V FUEY [ SR04 RPREHE S VACRPRRATTYS DAl EREWE APt Ralos 14 RER Gt L IAULASE T FadY I RE AN Aials § AR IS TR LIRS 1 T L

(RS TPUN SRS 15 D SRELS ERSNES & NI 2 S e LS O A N A COLATCGAU RGARTCAT T

AR TR T By IR Ty Ty St Ee FAtt ) i SR S RSN Ll SRV RIT ST TATRE S et R BULTTARY Fo 12 (U TAS I T4 VLN PSR IE DTS
IATAE AR TS R Y IYERE A0 VAR LN T TS 5y PR SRS T RS R FPES Eith P T AL S SR NRCab AR BP0 TY LAY v nal o

[0 e datobalont L SOURFTAINPRR S AP RTINS SRS G0 URISERTRRERINSTS R PR IR4 16 BFY SEIRGIEdS FEX AL EF IS SRS BMTRRSUSTR M 44 S TRIETS (LR A Y

TRt BT 4 SRt TR Tolot Belods Tolo By Raled halvah et Rl Fab eReURLRARVEy RARs RIS IR3 PYIHS) Fan SURRSIW Eul:
AT T O T A AT T e T e T

Sinyal dizisi (1-57). degisken bolge (58-420), sabit bolge (421-1410)
SEQID NO: 16: hTINA1-H3'lin amino asit dizisi

aTEN
LAY YO ARSI S S TR Y E UV
SOWMIOALS LT RAN A
CPPCPATE LTGROV E LT KEE DT LM LS RTTENVTLYVAD
MOEFYE

NTYETTEDRLIADTETRLY AR

ST FTTATMIWVIG IR ST M T T

MeH R s LRV AALE

HEGVPEYAE O RGEY PR

WUTURS Sy

NREES THN i il

s g sty
RN EY IAREERS

NIV Ry

GTLTY CUINVRHE RSN BV ERVYERE

NTTR
s
Ay

EETTS

VAR DEETEFNR

; “.-'—..,n.,. e

ML

KASGOl e e CEEEMTENMOV S LT YEY

TSRS RWNOD SNV FL DU GV RALE

Sinyat dizisi (1-19), degisken bolge (20-140) sabit bolge (141-470)
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SEKIL 6

SEQ ID NO: 17: hTINA1-L1'in niikleotid dizisi

o hopcer e nn b gt b e b etoesT et e bgtpaA T e a e gl Aacagragacare T aaatyg

Al

ST AT AT Tt A A et Carg ot AT R T "} T achr JCLOPERSED SRR G R I QU RNP LS RATS Doy

S8 BVRIEATAIFRIIPSS PAEAYS LIRFSS FRERE AUF CHA RN S AT FRPVES ISTRSFTRLAS IFSF FRFCIE BF £V S W RSt WC TF Sl SV R ARty I AR Rl RA L AN ¢ DURRUE IV P

Trnaat cans

TR TETTut bu ol P Iy Rall dhlhafiu of » [ fadcries fuds £s Fupekagiys [ Sh

[ERCTARES NS PAFEYS TRRAERIS IRV E NS PERRR LIRS TRE NSRS SAP-YRANF N SRS 1) RS Y P LA, TOE RN EEURRIIE N § L_J&:"t'fft’..’_.,'*?(flfr.':"j
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19tan

B2

QG L TG T e eyt gt qesbaetyazt 3act e rane COAG AT Tan It r

ATt AT T I T L O e L U L A R GO T G LA T A A G R ad TAd g Ian aToac s

O PEDRSRL IS PECS FRCEY SO B 30T ACGANAATIANE RO T A oot onegag v

AT A TOTT aeg TS SO C;_}t‘; AT OGO I T oA AT a g ggagtan

Sinyal dizisi (1-60), degisken bolge (61-387). sabit bolge (388-702)
SEQID NO: 18: hTINA1-L1'in amino asit dizisi

G M TS ELSHOAL VLRV VT R ALY STAVAN Y SOF PORATE T LT AL
UK

RGO ARGV TL LN R Y a Py AL OO RS TR L Y D LS BT LSRRV EEREVYY AT

MV TV IO LLLE LD

LT T QPR A O Y TP L TRILIKATVARDOVEL B

YRYTCNPIRE S,

AR RET CTIE I PRPS SR,
!"].I_J'.‘-;A."r.' [ t

Sinyal dizisi (1-20), degisken balge (21-129), sabit bolge (130-234)
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SEKIL 7

SEQID NO: 19: hTINA1-L2'nin niikleotid dizisi

ELESIF ANSIRL A VSRR ESSASST S £ Bt A B BENSY RAUNSSRATES SRETERRaY DA Rt 1 FTRE A S SRS 15 RN TRt ROFTERro1s Tarh P KR AR A S § DY RS
AT TN T AT T AT T AT T T E T ACH TSI TG Ca T O a iy o Teaii) s
RN RrTa PR AT RTE 0 SN By ARaS oo 1o RePRR R RS L APREASTRE L RAURN Fots Faft PrEsvAAATapaRa N 4 Sius Sl (¢ IRt afe SESTH bis u et SoLE

B RBTEReTs RAUY SO e i Sube id of tnutops T Lays U 4 Rulk il ok el ¢ b Dy Us Dote bo Eabab wlit) ¢ 15 Fag U AU 1 BRMAE Supt DoVt st PYRARE Tu S A0S TN
RS ERYRREY PSS TR SR FERY 5-28 TR U IERT-ERERSS BAES DARVERRNFTR SRS B L A T S A L0 R ICEE A AR ARSTRL NS B ERSARMAY TR VRERE T
EE S A RO BTl A4 E) PP TR ARAS S TSN & RETERRY EF I T L7 T STA4S EATSTALERRLA AESIE REES B ERER S UGN UL AT AR S ST D SR R ol SRR
guobartaaat aqol o

LG L e TE A A A CrAAar T aG g

AaGGEyTU A TG raTh oo o b OO I T A U A S T G A AT CR AT AT AN

Gt

Lacascrlogd T agoac GO DA T AN AN AT AT AAG g 0 cot T

i aadatte T b cagagagaadt gt

S ST A R TR To TS ELR LIS IS

Sinyal dizisi (1-603, deglsken bdlge (61-387) sabit bolge (388-702)

SEQID NO: 20: WTINA1-L2'nin amino asit dizisi

VI N

MY LT s Ll L _J‘iuL-.Ml* Poc Lo AV RV T DT RAT DY S CAVAWY QLR PGEAT LU TY AN

VYRY' TP nes SELLPEFLRUANY OO DT LT R0 H D M RN T VASPEVET R RPN

S A N O SV TR T HD AT R ST LTI ARAL YRS HE YRR

LE ST A

Sinyal dizisi {1-20}, dedisken baige (21-129) sabit bolge (130-234)
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SEKIL 8

SEQID NO: 21: hTINA1-L3'lin niikleotid dizisi

AlITTOST Jeay o maggt gt aat St o g g I g At O T T T TG T AT G D AT CUTga g

L L T I B L R P A S I L S EN T R E A ST R S T AN S MY TR TS0 DL P Bar Rt STH Y T

AL IARAES RATAR ALY TP & S SEAS PR LAPFIATRIRT SR TRE af # Oy FaPy s E-TuirI SR AEATFRTT Y FRRAEY Nl i B RIS SR Terire DTS TARY

t —‘H‘i‘l_:l‘]' ATAC OGO T A a1 T :‘."r]‘_"‘:'r]r;fwl.:.'l [AEREE B LA BT r) ERAS | Ioqemer . crIaan e

T

FURCT AL AR IS T ATRE DAL AT TP o R R A Ak

)

[0 TRPSEGIURS TSN Dl A T-Y SV TS RN SRS NS Y CANE VAP EOTNTE RANVE U ESTRUN OSSR I i

PR AR AT S A O S TG U 0 = B FEEVRRC 0
ChGega e et et o g Gl sy o Lied Ut LT O e et G g oAt ot oy

AT OO e Cug L O G gaa sl a9 S g T TACngAgoatCIC IS CasJIaraqlac

T el UL Rt T L S T a U T O S U O T T G UL de gt et genagalg

ACCIAUCAPFIUCL ARG O T g T Al TAd i AGar T oA’ T3 o

Sinyal dizisi (1-60). deQisken bélge (61-387). sabit bolge (388-702)

SEgR T vl r

SEQID NO: 22: hTINA1-L3'liin amino asit dizisi

DT TP OO L PR DAY O]
LRV T IA LG A ON T s

THUGLS LIRS ENR G

Sinyal dizisi (1-20), dedisken bolge (21-129), sabit bdige (130-234)
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SEKIL 9

SEQ ID NO: 23: TINA1 antikorunun
TAGMQ

SEQ ID NO: 24: TINA1 antikorunun
WINTHSGVPKYAEDIFKG

SEQ ID NO: 25: TINA1 antikorunun
SGFGSSYWYFDV

SEQ ID NO: 26: TINA1 antikorunun
KASQDVSTAVA

SEQ ID NO: 27: TINA1 antikorunun
SASYRYT

SEQ ID NO: 28: TINA1 antikorunun
QOEYITPLT

CDRH1T'inin amino asit dizisi

CDRH2'sinin amino asit dizisi

CDRH3'UnUn amino asit dizisi

CDRL1'inin amino asit dizisi

CDRL2'sinin amino asit dizisi

CDRL3'Unin amino asit dizisi
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SEKIL 10
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SEKIL 11

=3

)
o
e
0

12 120 CD717 120 EGFR
| 3 ' [ . T T T
100 E ‘L;;;\ WS Y o -i‘_:A..;;;;:,?-' i 1\{] 100 - "._Eji-,qff-:{?:if
= NN : o
50 [ - ‘gll 80 < : 80 - .
o I
5o | [P0 : ol
—— I
= 40 ‘ 45 ‘ 40
o
t— w0 20 20
a | | |
Q oA e S [V o -
|t k=l -'_1 :1 .t Ls o o — 8 -—1'0 < al ‘v:; - * <
5 a7 et 7 gec 7
]
> 12¢ .
1]
IG 102
5 |« wn Ab(-)
T 5 . sa - wae  Kontrol IgG
T - a6 - .
i . Ab'ler
il . 0. ’
Q - 0 P e e
£~ ) -t @ (= B - =
go° T gg= ¢
<

DT3C kons. (ug/mL)
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Hucre Viabilitesi (%)

SEKIL 12
120 )
100 - ~s- Ab{-)
P3
80 - “he=TINAL
—KCI2D6
60 - —~KC'7A3
~Prigll
a0 - -Pr8H10
-~ NY16
NY17
20 -
- 77220{R&D}
n e T Tt TR

0 0.001 0.01 0.1 1 10
DT3C kons. {(Hg/mL)
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SEKIL 13
2000
—- —— Tampon
= 1800
E .
= 1600 —+—hTINA1-H1L1 25 mpk
S 1400
g 1200 ——hTINAL-H1L1 ADC (1)
E 1000 - 10 mpk
= 800 —m—hTINA1-H1L1 ADC (6)
= 10 mpk
% 600 - -
s ‘ -+-hR57 25 mpk
E 400 ¢
= :
_ 200 - -4#-hRS7-CL2A-SN38 (12)
0 : G- S 10 mpk
s £ 10 tis 20t 25 30

inokiilasyondan sonraki ginler (giinler)




SEKIL 14
1400 |
E 1200 !
£
T 1000
&)
[~}
L
- 800 -
Q ‘
£ i
= 600
5 1
T 400 |
£ 1
E 200 |
[~}
[ans

[+ I .
IJ 20 f25

inokilasyondan sonraki ginler (giinler)
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35

40

—— Tampon

—o—hTINA1-H1L1 25 mpk

——hTINA1-H1L1 ADC (1)
10 mpk

—=—hTINA1-HiL1 ADC (6)
10 mpk

-+-hRS7 25 mpk

-4-hRS7-CL2A-SN38 (12)
10 mpk

as




15/27

SEKIL 15

1200 -
——  Tampon

E 1000 - , l
= —e—hTINA1-H1L1 25 mpk
£
S 800
= —a—hTINA1-H1L1 ADC (1)
£ 600 - 10 mpk
£ —8—hTINA1-H1L1 ADC (6)
é 400 10 mpk
3 ' -+-hRS7 25 mpk
£ :
T 200 ey
E § - 4-hRS7-CL2A-SN38 (12)
o.-. 1. ) N 10 mpk
15 20 25 30 35 40

inokiilasyondan sonraki giinler {giinler)
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SEKIL 16

2500 | SR
—— Tampon

2000

—a— hTINA1-H1L1 ADC (2)
10 mpk

-#4-hRS7 ADC (5) 10 mpk

-8 hTINA1-H1L1 ADC (7)
: 3 k
g e mP
<h---de-cAT 4 -@-hRS7 ADC (10) 3 mpk

ot .t 4 R

10 15 20 25 30 35 40

Tahmin edilen tumor hacmi (mm?)
—
o
o
]

inokiilasyondan sonraki giinler (giinler)
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SEKIL 17
— 1000
E  goo0 - T —— Tampon
E ; .
— 80O ;
é 200 —i—hTINAL1-H1L1 ADC (2)
< 600 [ - 3 mpk
2 so0 | -4 -hRS7 ADC (5) 3 mpk
2 a00
é 300 —m—hTINA1-HIL1 ADC (7)
-
z 200 ) 3 mpk
' 100 —--o- -&-hRS7 ADC (10) 3 mpk
© 0
[

inokiilasyondan sonraki giinler (ginler)
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SEKIL 18

=% Tampon

-o—-hTINA1-H1L1 ADC (3)
10mpk

—&-hTINA1-H1L1 ADC (4)
10mpk

-B-hTINA1-H1L1L ADC (8)
10mpk

O-hTINAL-H1L1 ADC (9)
10mpk

Tahmin edilen tiimor hacmi (mm?3)

=] 10 15 20 Zh 30 35
inokulasyondan sonraki gunler (gunler) . .
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SEKIL 19

P 1400 = Tampon

E 1200

g -a-hTINA1-H1L1 ADC (3)
% 1000 - Img/kg

T 200 - e =A=hTINA1-H1L1 ADC (4)
Eeol

E 3mg/kg

2 600

p ~#-hTINA1-HIL1 ADC (8)
% 400 3ma/kg

it -O-hTINA1-H1L1 ADC (9)
S 200 3ma/k

= g/ Kg

=

- o -

435
inckulasyondan sonraki gunler (gunler)
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SEKIL 20
""g 2000 ﬁ.,,,,_,, o - Tampon
£ 1BOO T
E 1600 " —A-hTINAL-H1L1 ADC (3)
€ 1400 — -
2 3mg/kg
= 1200 :
g —4-hTINA1-H1L1 ADC (4)
= 1000
2 , 3mg/kg
S 800 -
= -O-hTINA1-H1L1 ADC (9)
T 600 3ma/le
£ 400 9/Ka
S L0 -8-hTINA1-H1L1 ADC (8)
u
= o 1 3mg/kg
20 30 40 50

oo inokiilasyondan sonraki giinler (ginler)
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SEKIL 21

BOO
N - Tampon
E 700 -
g 600 -8-hTINA1-H1L1 ADC (3)
2 =00 3mg/kg
O ' -
S 400 —A~hTINA1-H1L1 ADC (4)
2 3mg/keg
€ 300 -
2 =0-hTINA1-H1L1 ADC (9)
E 200 3ma/kg
'E 100 —-8-hTINAL-HLLL ADC (8)
= 0. 3mg/ky

0 10 20 30

inokiilasyondan sonraki ginler (giinler)
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__ 1000

nE Q040

£

= 800

E 700

=

< 600

Q

E 500

2

= 400

3

= 300 ——

[+

= 200

E 100 -

[.~] .

- c
)

22127

10 20 30 40

inokiilasyondan sonraki giinler (ginler)

- Tampon

-~hTINA1-H1l1 1 ADC (3)
3mg/kg

—-4-hTINA1-H1L1 ADC (4)
3myg/kg

O-hTINA1-H1L1 ADC (9)
3myg/kg

A-hTINA1-H1L1 ADC (8)
Imyg/fkg
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SEKIL 23

Tahmin edilen tumor hacmi (mm?)

2000
1800
1600

1400 :

1200

1000 O

800 -

600
400

200

0

0 10 20 30
inokiilasyondan sonraki giinler (gunler)

!
—» Tampon E
|

—A-hTINAL-H1L1 ADC (3}

3mg/ky :

—4~hTINAL-H1L1 ADC (4)
3mg/kg

-O-hTINAL-H1L1 ADC (9)
3mg/kg

-8 hTINAL1-H1L1 ADC (8)
3mg/kg

40
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SEKIL 24

__ 1600 .

= = Tampon

£ 1400

£ 1200 ~-hTINA1-H1L1 ADC (3)
% 1000 3mg/kg

2 —-hTINAL-HLL1 ADC (4)
£ 800 -

2 i 3mg/ky

é 500 -O-hTINA1-H1L1 ADC (9) |
T 400 e 3mg/kg :
= H

T 200 doe -B-hTINA1-H1L1 ADC (8)
= 3my/kg

0 - .
0 20 A0 60

inokillasyondan sonraki ginler (giinler)
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25127

1400 e e

1200

1000
800
600
400

200
10

-2 Tampon

-O-hTINA1-H1iL1 ADC (13)
Img/kg

-hTINA-H1L1 ADC (8)
1mg/kg

20 30 40 S50

inokulasyondan sonraki gunler (gunler)
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Tahmin edilen tumor hacmi (mm?)

__=»= Tampon

-O-hTINA1-H1L1 ADC (13)
3mg/kg

-8-hTINA1-H1L1 ADC (8)
3mg/kg

10 20 30 40

inokiilasyondan sonraki giinler (giinler) U
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SEKIL 27

Tahmin edilen tumor hacmi (mm3)

1600
1400 ——
1200

1000
800
600 °
400 |
200 é

20 30 40

inokiilasyondan sonraki giinler {gunler)

= Tampon

-O0-hTINA1-H1L1 ADC
(13) 3mg/kg

-B-hTINA1-H1L1 ADC (8)
3mgygsky

hi}




