OZET

SPESiFIK OLARAK DLL4 VE VEGF'YE BAGLANAN YENI CiFT-HEDEFLI PROTEIN VE
BUNUN KULLANIMI

Mevcut bulus, sunlari iceren bir yeni cift-hedefli protein ile ilgilidir: spesifik olarak delta-benzeri

ligand 4’e (DLL4) badlanan bir yeni protein ve spesifik olarak vaskiler endoteliyal hiicre

bliylime faktoriine (VEGF) badlanan bir antikor.
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ISTEMLER

1. Bir cift-hedefli protein olup, sunlar icermektedir: SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil

edilen bir DLL4'lin amino asit sekanslarinda amino asit kalintilan 58" ila 65™ amino asit
sekanslarini ve 110" ila 115™ amino asit sekanslarini igeren DLL4'lin bir konformasyonel
eptiopunu tanimlayan, spesifik olarak DLL4’e baglanan bir protein; ve spesifik olarak
VEGF'ye {vaskiiler endoteliyal biiylime faktérii) baglanan bir antikor,

burada DLL4'e spesifik olarak bagdlanan protein asadidakileri icermektedir:

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8 ile temsil edilen bir adir-zincirli amino asit sekansi ve
SEKANS KIMLIK NUMARASL: 9 ile temsil edilen bir hafif-zincirli amino asit sekanst.

Istem 1'e gére cift-hedefli protein olup,
burada VEGF'ye spesifik olarak baglanan antikor asagidakileri icermektedir:

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10 ile temsil edilen bir amino asit sekansina sahip agir
zincir CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASL: 11 ile temsil edilen bir amino asit sekansina
sahip adir zincir CDR2, ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 12 ile temsil edilen bir amino
asit sekansina sahip adir zincir CDR3 iceren bir adir zincir degisken bélge, ve

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13 ile temsil edilen bir amino asit sekansina sahip hafif
zincir CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14 ile temsil edilen bir amino asit sekansina
sahip hafif zincir CDR2, ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 15 ile temsil edilen bir amino

asit sekansina sahip hafif zincir CDR3 iceren bir hafif zincir degisken bolge.

Cift-hedefli proteinin, DLL4'e spesifik olarak baglanan proteinin ve VEGF'ye spesifik olarak
baglanan IgG (immiinoglobiilin G)-tipi antikorun bir bag ile birbirine baglandigi bir form
oldugu, Istem 1'e gére cift-hedefli protein.

Badin, bir peptidil bag veya bir peptidil clmayan bag oldugu, tercihen
peptit baginin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 18 ile temsil edilen bir amina asit sekansina

sahip oldugu, Istem 3'e gore cift-hedefli protein.

Istem 1'e gére cift-hedefli protein olup, burada

VEGF'ye spesifik olarak baglanan antikor, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 16 ile temsil edilen
bir amino asit sekansina sahip bir adir zincir degisken bélge ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 17 ile temsil edilen bir amino asit sekansina sahip bir hafif zincir dedisken
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

bolge icermektedir.

VEGF'ye spesifik olarak baglanan antikorun Bevacizumab oldugu, Istem 1’e gére cift-

hedefli protein.

Cift-hedefli proteinin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ile temsil edilen bir amino asit
sekansina sahip bir adir zincir ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 20 ile temsil edilen bir amino

asit sekansina sahip bir hafif zincir icerdidi, Istem 1'e gére cift-hedefli protein.

Spesifik olarak DLL4'e baglanan proteinin, tam-uzunlukta antikorlar, Fab’, F(ab",, Fab, Fv,
rIgG veya scFv(Tek-zincirli dedisken fragment) formunda oldugu, Istem 1%e gore cift-

hedefli protein.

Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére cift-hedefli proteini kodlayan bir poliniikleotit.

istem 9%a gore poliniikleotit iceren bir ifade vektorii.

Istem 10%a gére ifade vektdriinin dahil edildigi bir déniistiric.

DLL4’e spesifik olarak badlanan bir protein ve VEGF'ye (vaskiiler endoteliyal biiylime
faktori) spesifik olarak baglanan bir protein iceren bir gift-hedefli proteinin retilmesine
yonelik bir yontem olup, s6z konusu yontem, su adimlan icermektedir: (a) bir cift-hedefli
proteinin Uretilmesi icin Istem 11‘e gdre ddniistiiriictiniin kiiltiirlenmesi; ve (b) adim (a)'da

uretilen cift-hedefli proteinin geri kazaniimasi.

Istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére cift-hedefli proteini iceren bir bilesim.

istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére cift-hedefli proteini iceren, kanserin tedavi

edilmesi icin bir yontemde kullanima ydnelik bir farmasétik bilesim.

Kanserin; esofajel kanser, mide kanseri, kalin bagdirsak kanseri, rektal kanser, oral kanser,
farinks kanseri, larinks kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri, meme kanseri, uterin
servikal kanser, endometrial kanser, yumurtalk kanseri, prostat kanseri, testis kanseri,
mesane kanseri, renal kanser, karaciger kanseri, pankreas kanseri, kemik kanseri, bag
doku kanseri, deri kanseri, beyin kanseri, tiroid kanseri, [6semi, Hodgkin hastalid, lenfoma

58



ve coklu miyeloid kan kanserinden olusan gruptan segildigi, Istem 14’e gore kullanima

yonelik farmasotik bilesim.

16. istemler 1 ila 8'den herhangi birine gére cift-hedefli proteini iceren, kanserin teshis

5 edilmesi icin bir yontemde kullanima yonelik bir bilesim.
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TARIFNAME

SPESIFiK OLARAK DLL4 VE VEGF'YE BAGLANAN YENI CiFT-HEDEFLI PROTEIN VE
BUNUN KULLANIMI

TEKNIK ALAN

Mevcut bulug, sunlart iceren bir yeni ¢ift-hedefli protein ile ilgilidir: spesifik olarak delta-benzeri
ligand 4’e (DLL4) bagdlanan bir protein ve spesifik olarak vaskiler endoteliyal hiicre bliylime

faktoriine (VEGF) baglanan bir antikor.
ONCEKI TEKNIK

Notch sinyalizasyonun, vertebreli ve invertebreli hayvanlarda yliksek derecede evrimsel olarak
tiketildigi ve gelisimin baglangig asamasinda hiicrelerin kaderini belilemede gok énemli bir rol
oynadidi raporlanmistir. Notch sinyalizasyonu, noral hiicreler, intraokiiler hiicreler, lenfositler,
miskiler hicreler, hemtositler ve benzerinin farklilasmasini regile eden bir dnemli yol olarak
bilinmektedir ve ayrica kan damarlarinin gelisiminde dahil edilmektedir. Memeliler, dért Notch
reseptoriine (Notch 1, 2, 3 ve 4) sahiptir ve Notch reseptorlerinin her biri, bir 300 ila 350 kDa'lik
bir bliyiikliige sahip bir protein olarak sentezlenmektedir ve hiicre yiizeyinde bir heterodimeri
olusturmak icin Golgi‘de furin-benzeri konvertaz tarafindan S1 alaninda yariimaktadir. EK olarak
dort Notch ligand (disli-1/2 ve delta-benzeri (DLL) 1/3/4) memelilerde bulunmustur,

Aktive Notch sinyalizasyon, gesitli timor modellerinde tiimorijenezi indikledigi bilinmektedir.
Aktive Notch NICD, sican hematopoietik hiicrelerde ifade edildijinde T-hiicre ldsemi/lenfoma
olusmustur ve aktive Notch 1, T-ALL'nin (T-hiicresi akut lenfoblastik 16semi} yaklasik %50'sinde
bulunmustur. Ek olarak meme kanseri durumunda Notch 4 reseptérinin, MMTV (fare meme
timor virtist) ile eklenmis sicanlarda (Czech II) ifade edildigi bulunmustur ve bu sicanlarda bir
meme bezi tUmorinin olusumu raporlanmistir. Notch reseptérleri ve ligandlan ve Notch
sinyalizasyon hedefleri, servikal kanseri, akcider kanseri, pankreas kanseri, yumurtalik kanseri,
meme kanseri ve prostat kanseri gibi cesitli kanserlerde aktiflestiriimektedir. Notch 1
reseptdriniin, meme kanseri hastalarinda daha kotd prognoz ile iligkili ve prostat kanserinin

metastazi ile iliskili oldugu bilinmektedir.

Delta-benzeri ligand 4 (DLL4) (bundan bdéyle “"DLL4" olarak atifta bulunulmaktadir), vaskiler

endoteliyal hiicrelerde asin ifade edilen Notch proteinlerine badlanan delta-sinifi ligandlarindan
XL
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biridir. Anjiyojenezi regile eden énemli bir faktdr olarak bilinmektedir. DLL4, &zellikle, vaskiler
endoteliyal hiicrelerde asin ifade edilen Notch 1 veya Notch 4 resepttriine bagdlanmaktadir.
DLL4'Gn, normal kan damarlarindan da ifade edilmesine ragmen kanser kan hiicrelerinde yiiksek
derecede agiri ifade edildigi bilinmektedir. Anjiyojenez, yeni kan damarlarinin énceden var olan
kan damarlanndan olusturuldu§u mekanizmaya atifta bulunmaktadir. Ozellikle tiimdrlerde
anjiyojenez, kanser dokusunun hipoksi bolgesine cksijen ve besin maddelerini tedarik etmek igin
VEGF (vaskiiler endotelival bliyime faktori) gibi anjiyojenik faktdrler dolayisiyla neden
olunmaktadir. Timorlerde anjiyojenezin, yalmzca timdérin biyimesinde dedil, ayni zamanda
timorin metastazinda énemli bir rol oynadid bilinmektedir. Timdorlerde DLL4 tarafindan Notch
sinyalizasyonu bloke edildiginde anjiyojenez, kolaylikla kontrol edilememektedir ve dolayisiyla
timorlerin blylimesi inhibe edilebilmektedir. Ek olarak, DLL4 tarafindan Notch sinyalizasyonu
inhibe edildiginde otoimmiin hastalik, dizenleyici T hiicrelerinin (Tdiiz) sayisinin arttirimasiyla
tedavi edilebilmektedir (US 2011-0189200 sayii Patent Yayini). Bu nedenlerden dolayr DLL4,
kanserlerin ve otoimmiin hastaliklann yeni bir hedefi olmaktadir.

Bu arada anjiyojenezin inhibe edilmesine ydnelik bir antikanser antikor ilaci olarak, VEGF'yi
hedefleyen Avastin® (Genentech/Roche), 2004 yilinda FDA tarafindan onaylanmigtir ve bir
antikanser terapétik ajan olarak biyuk olclide bagarli olmustur. Ancak son klinik model ve
preklinik hayvan model calismalar, tim kati timdrlerin VEGF inhibitdrlerine yan vermedigini
gdstermistir, ve baglangig asamasinda VEGF inhibittrleri ile tedavi edilen bazi timdrlerin belirli bir
zaman sonra direng goésterdidini raporlamistir. Ek olarak galisma sonuglari, VEGF inhibitérlerinin
uygulanmasinin, kanser hicrelerini daha agresif olan ve kolay bir sekilde metastaz olan kanser
hiicrelerine dénlstirdligini gosterdigi raporlamistir. Bu tir calisma raporlari, Avastin direncinin
iistesinden gelen veya Avastininkinden daha yliksek verimlilije sahip olan yeni antikanser
hedeflerin arastirmasini ve gelisimini tesvik etmistir. Bu tir yeni antikanser hedefler arasindan
DLL4/Notch sinyalizasyon yolunda dahil olan proteinler, ilgi ¢ekici olmaktadir. Ginimize kadar
raporlanan ¢alisma sonuglan, VEGF/VGEFR sinyalizasyon yolu ve DLL4/Notch sinyalizasyon yolu
farkh mekanizmalar tarafindan anjiyojenezi etkilediginden dolayr daha glicli sinerjistik antikanser

etkilerin, iki sinyalizasyon yolunun hepsi inhibe edildiginde elde edilebilecedi beklenmektedir.

WO 2014/007513 Al sayii Patent Doklmani, insan delta-benzeri ligand 4 (DLL4) ve Notch
reseptdri arasinda bir etkilesimi inhibe etmek icin insan delta-benzeri ligand 4’e (DLL4) spesifik

olarak baglanan hir monoklonal antikoru agiklamaktadir.

WO 2010/129304 A2 sayilh Patent DokUmani, sunlari iceren insan vaskller endoteliyal biyime
faktoriine (VEGF) spesifik olarak baglanan bir izole antikoru agiklamaktadir: (a) NYWMH (SEKANS
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KIMLIK NUMARASI:17) iceren bir adir zincir CDR1, DINPSNGRTSYKEKFKR (SEKANS KIMLIK
NUMARASTI:18) iceren bir agir zincir CDR2, ve HYDDKYYPLMDY (SEKANS KIMLIK NUMARASI:19)
iceren bir agir zincir CDR3; ve (b) RASESVDNYGISFMK (SEKANS KIMLIK NUMARASI:20) iceren
bir hafif zincir CDR1, AASNQGS (SEKANS KIMLIK NUMARASI:21) iceren bir hafif zincir CDR2, ve
QQSKEVPWTFGG (SEKANS KIMLIK NUMARASI:22) iceren bir hafif zincir CDR3.

WO 2013/044215 Al sayih Patent Dokiimani, sunlar igeren insan vaskiiler endoteliyal biyiime
faktoriine (VEGF) spesifik olarak badlanan bir izole antikoru aciklamaktadir: (a) NYWMH (SEKANS
KIMLIK NUMARASI:17) iceren bir adir zincir CDR1, DINPSNGRTSYKEKFKR (SEKANS KIMLIK
NUMARASI:18) iceren bir adir zincir CDR2, ve HYDDKYYPLMDY (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 19)
iceren bir agir zincir CDR3; ve (b) RASESVDNYGISFMK (SEKANS KIMLIK NUMARASI:20) iceren
bir hafif zincir CDR1, AASNQGS (SEKANS KIMLIK NUMARASI:21) iceren bir hafif zincir CDR2, ve
QQSKEVPWTFGG (SEKANS KIMLIK NUMARASI:22) iceren bir hafif zincir CDR3. Dokiiman, ayrica,
DLL4’e kars bispesifik antikorlar agiklamaktadir.

WO 2011/039370 Al sayili Patent Dokiimani, bir DLL4-badlayica bilesen ve bir VEGF-badlayici

bileseni iceren bir bispesifik badlayici molekili aciklamaktadir.

WO 2012/061374 A2 sayih Patent Doklimani, bir polipeptit zinciri igeren bir antijen giftine
baglanan bir baglayici proteini agiklamaktadir, burada séz konusu polipeptit zincir, VD1-(X1)n-
VD2-C-(X2)n icermektedir, burada VD1, bir birinci adir zincir dedisken alandir; VD2, bir ikinci adir
zincir degisken alandir; C, bir adir zincir sabit alandir; X1, CH1 olmamasi sartiyla bir baglayicidir;
X2 bir Fc bolgesidir; (X1)n (X1)0 veya (X1)1 olmaktadir; ve (X2)n (X2)0 veya (X2}1 olmaktadir;
burada antijen ¢ifti, TNF ve PGE2 veya VEGF ve DLL4 olmaktadir, burada VD1 ve VD2 bagimsiz
olarak, SEKANS KIMLIK NUMARASI:30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60,
62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106,
108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 280, 282, 284, 286, 288, 290,
292, 294, 296, 298, 300 veya 302'den bagimsiz olarak ig CDR igermektedir.

WO 2009/085209 A2 sayih Patent Dokiimani, bir polipeptit zincir iceren bir badlayici proteini
aciklamaktadir, burada stz konusu polipeptit zinciri, VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n icermektedir, burada
VD1, bir birinci ana antikor veya bunun antijen baglayici proteinden elde edilen bir birinci agir
zincir degisken alandir; VD2, bir ikinci ana antikor veya bunun antijen baglayic bolimden elde
edilen bir ikinci adir zincir degisken alaridir; C, bir adir zincir sabit alanidir; (X1)n, CH1 clmamasi
sartiyla bir baglayicidir, burada séz konusu (X1)n, ya bulunmaktadir ya da yoktur; ve (X2)n bir Fc

bdlgesidir, burada sdz konusu (X2)n ya bulunmaktadir ya da yoktur, burada baglayici protein, CD-
-
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20 ve CD-19; CD-20 ve CD-80; CD-20 ve CD-22; CD20 ve CD-40; CD3 ve HER-2; CD-3 ve CD-19;
EGFR ve HER-2; EGFR ve CD-3; EGFR ve IGF1,2; EGFR ve IGF1R; EGFR ve RON; EGFR ve HGF;
EGFR ve c-MET; HER-2 ve IGF1,2; HER-2 ve IGF1R; RON ve HGF; VEGF ve EGFR; VEGF ve HER-
2: VEGF ve CD-20; VEGF ve 1GF1,2; VEGF ve DLL4; VEGF ve HGF; VEGF ve RON; VEGF ve NRP1;
CD-20 ve CD3; DLL4 ve PLGF; VEGF ve PLGF, ErbB3 ve EGFR, HER-2 ve ErbB3, ErbB3 ve HGF;
HER-2 ve PLGF, ve HER-2 ve HER-2'den olusan gruptan segilen bir antijen ciftini
baglayabilmektedir.

WO 2009/085209 A2 sayili Patent Dokimani, kanserin tedavi edilmesine yonelik bir yontemi
agiklamaktadir, bu yontem, bir DLL4 antagonistinin etkili bir miktarinin buna gereksinim duyan bir

sijeye uygulanmasini icermektedir.

WO 2014/071074 A2 sayih Patent Dokiimani, bir polipeptit zincir iceren bir badlayici proteini
agiklamaktadir, burada polipeptit zincir, VD1-(X1)n-VD2-C-(X2)n icermektedir, burada VD1, bir
birinci adir zincir degisken alandir; VD2, bir ikinci agir zincir degisken alandir; C, bir agir zincir
sabit alandir; X1, CH1 olmamasi sartiyla bir baglayicidir; X2 bir Fc bolgesidir; n 0 veya 1'dir; ve
burada badlayicl protein, DLL4 ve VEGFYi baglamaktadir, burada VD1 ve VD2, bagimsiz olarak
SEKANS KIMLIK NUMARASI:39, 41, 43, 45, 47, 49, 51 veya 53'ten secilen i¢c CDR'yi icermektedir,
ve burada VD1 ve/veya VD2'den en az biri, SEKANS KIMLIK NUMARASI:39'dan i¢ CDR

icermektedir.

BULUSUN ACIKLAMASI

TEKNIK PROBLEM

Mevcut bulus sahipleri, DLL4/Notch ve VEGF/VEGFR sinyalizasyon yolarim etkili bir sekilde inhibe
etmek icin spesifik olarak insan-tiirevli DLL4 ve VEGF'ye bagdlanabilen ve immiinojenisite riskini
minimuma indirebilen bir cift-hedefli proteini gelistirmeye yonelik kapsaml gabalar géstermistir.
Nihai olarak mevcut bulus sahipleri, yeni bir ¢ift-hedefli protein olan insan VEGF'sine spesifik
olarak badlanan yeni bir insan monoklonal antikorunu yapmistir, burada spesifik olarak insan
DLL4’e baglanan yeni bir ScFv (tek-zincirli dedisken fragment), IgG-tipi Avastin’e benzer bir
proteinin C-terminal bolgesine baglanmaktadir, ve ayrica, bu tir bir cift-hedefli proteinin, yalnizca
VEGF ve VEGF reseptoril arasindaki etkilesimi dedil, aym zamanda DLL4 ve Notch proteini
arasindaki etkilesimi etkili bir sekilde inhibe ettigini ve dolayisiyla mikemmel antikanser etkiler

sergiledidini bulmustur, bdylelikle meveut bulusu tamamlamistir.
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Mevcut bulusun yapilandirmalarn, istemler 1 ve 12'de aciklanmaktadir.

Tercih edilen yapilandirmalar, bagh istemler 2 ila 11 ve 13 ila 16’da aciklanmaktadir.

TEKNIK ¢OzZUM

Mevcut bulusun bir amaci, sunlari iceren bir cift hedefli protein saglamaktir: SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4lin {delta-benzeri ligand 4) amino asit sekansinda 58"
ila 65" ve 110" jla 115™ amino asit kalintisini igeren DLL4'lin bir konformasyonel eptiopunu
tanimlayan spesifik olarak DLL4’e bagdlanan bir protein; ve spesifik olarak VEGF'ye (vaskiiler

endoteliyal biiylime faktérl) badlanan bir antikor.

Mevcut bulusun baska bir amaci, yukarida agiklanan cift-hedefli proteini kodlayan bir polinlkleotit,

polintikleotit iceren bir ifade vektori ve ifade vektériini iceren bir dénistlricl saglamaktir.

Mevcut bulusun yine baska bir amac, cift-hedefli proteinin tretilmesine yonelik bir yontem

saglamaktir.

Mevcut bulusun yine baska bir amaci, yukanda bahsedilen cift-hedefli proteini iceren bir bilesimi

saglamaktir.

Mevcut bulusun yine ilave bir amacl, yukanda bahsedilen cift-hedefli proteini iceren, kanserin

tedavi edilmesine yonelik bir farmasétik bilesim saglamaktir.

Mevcut bulusun yine ilave bir amaci, yukanda bahsedilen ¢ift-hedefli proteini iceren, kanserin

teshis edilmesine y&nelik bir bilesim sadlamaktir.

Mevcut bulusun vine ilave bir amaci, kanserin tedavi edilmesine ydnelik bir yontemde kullanma

yonelik yukarida bahsedilen gift-hedefli proteinin saglanmasini saglamaktir.

Mevcut bulusun baska bir amaci, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4'(in
(delta-benzeri ligand 4) amino asit sekansinda 58" ila 65" ve 1104 jla 115" amino asit

kalintisini igeren DLL4'Uin bir konformasyonel eptiopunu saglamaktir.

Mevcut bulusun yine baska bir ilave amac, yukarida bahsedilen konformasyonel epitopu

tanimlayan, DLL4'e spesifik olarak baglanan bir monoklonal antikoru saglamaktir.
=
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Mevcut bulusun baska bir amaci, monoklonal antikoru kodlayan bir polintikleotit, poliniikleotit

iceren bir ifade vektérii ve ifade vektériini iceren bir doniistiiriicii saglamaktir.

AVANTAJILI ETKILER

Mevcut bulusa gore cift-hedefli protein, hem VEGF hem de DLL4e badlanarak kanseri tedavi
edebilmektedir, ve DLL4'e spesifik olarak badlanan yeni bir proteini icerdidinden dolayr miilkemmel
badlayicl afinite ve antikanser etkileri sergilemektedir. Dolayisiyla kanser tedavisinin ve teghisi
alanlannda genis ¢apta kullanilabilmektedir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

SEKILLER 1a ve 1b, hem DLL4 hem de VEGF'ye baglanabilen bir ¢ift-hedefli proteinin yapisini
gostermektedir.

SEKIL 2a, CHO hiicrelerinde hem DLL4 hem de VEGF'ye baglanabilen bir cift-hedefli proteinin
ifade edilmesiyle, ifade edilen proteinin saflastinimasi ve SDS-PAGE ile saflastiriimis proteinin
analiz edilmesiyle elde edilen sonuclan gostermektedir.

SEKIL 2b, CHO hiicrelerinde hem DLL4 hem de VEGF'ye baglanabilen bir cift-hedefli proteinin
ifade edilmesiyle, ifade edilen proteinin saflastinlmasi ve SEC-HPLC kromatografisi ile
saflagtinimis proteinin analiz edilmesiyle elde edilen sonuclan gdstermektedir.

SEKIL 3, cift-hedefli proteinin DLL4 ve VEGFye badlanma kabiliyetlerini incelemek igin
gerceklestirilen bir enzim ile bagdlantil immolnoscrban tahlilin  (ELISA) sonuclarini
gostermektedir.

SEKIL 4a, cift-hedefli protein tarafindan hedeflenen bir antijen olan DLL4 icin cift-hedefli
proteinin denge aynsma sabitini (KD) dlgmek icin gerceklestirilen bir Biacore tahlilinin
sonuglarini gdstermektedir.

SEKIL 4b, cift-hedefli protein tarafindan hedeflenen bir antijen olan VEGF icin cift-hedefli
proteinin denge aynsma sabitini (KD) &lgmek igin gergeklestirilen bir Biacore tahlilinin
sonuglann géstermektedir.

SEKIL 5, DLL4 ve VEGFYi ndtrlestirmeye yonelik cift-hedefli proteinin kabiliyetlerini lgmek
icin gergeklestirilen bir ELISA'nin sonuglanm gdstermektedir.

SEKIL 6, insan DLL4 ve MLCK2 antikorunun, bir capraz-bagin variginda veya yoklugunda bir
kompleks olusturdugunu gdstermektedir.

SEKIL 7, SEKANS KIMLIK NUMARASTI: 21 ile temsil edilen DLL4‘(in amino asit sekansinin amino
asit kalintilar 58-65ten [FRVCLKHF]) olusan bir fragmentin ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:
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22 ile temsil edilen bir fragmentin, bir insan DLL4 C2 alaninda bir kesintisiz molekiiler yiizeyi
olusturdugu (amino asit kalintisi 27-174) bir modeli gostermektedir.

SEKIL 8, yabani-tip ve DLL4iin her birinin ekstraseliiler alaninin bir delesyon fragmentini
kodlayan mutant proteinlerinin baglama afinitelerini incelemek igin gergeklestirilen Western
blotlamanin sonuglarini gostermektedir.

SEKIL 9a, VEGF-hedefli antikor Avastin ile tedavi gerceklestirildiginde vaskiiler endoteliyal
hiicrelerin  proliferasyonunun, DLL4 varligina veya yokluguna bakilmaksizin bir
konsantrasyona-badh sekilde inhibe edildidini gostermektedir.

SEKIL 9b, valnizca DLL4’e karsi bir antikor ile tedavi gerceklestirildiginde vaskiiler endoteliyal
hiicrelerin proliferasyonunun, anti-DLL4 antikorunun konsantrasyonuna bagh bir sekilde
yalnizca DLL4'e sahip bir deney grubunda goriindiigini gostermektedir.

SEKIL 9¢, cift-hedefli protein ile tedavi gerceklestirildijinde DLL4 olmadan bir deney grubunun,
Avastin antikoru (siyah gubuklar) ile tedaviye benzer bir proliferasyon inhibitér etki gésterdigini
ve DLL4'e sahip bir deney grubunun, Avastin'e (beyaz ¢ubuklar) kiyasla vaskiler proliferasyon
inhibitor etkisini gosterdigini gdstermektedir.

SEKIL 10, DLL4 ve VEGF'ye baglanan cift-hedefli proteinin, insan umbilikal damar endoteliyal
hiicrelerde (HUVECTer) DLL4/Notch VEGF/VEGFR sinyalizasyon yollannin inhibe edilmesine
yonelik bir aktivite sergiledigini gdsteren, Western blot analizinin sonuclarnni géstermektedir.
SEKIL 11, DLL4 ve VEGF'ye badlanan cift-hedefli proteinin, ciplak farelerde yapilan bir Avastin-
direngli insan SCH gastrik kanser ksenogreft modelde Avastin’den daha giigli bir antikanser
etkiye sahip oldugunu géstermektedir.

SEKIL 12, DLL4 ve VEGF'ye baglanan cift-hedefli proteinin, ciplak farelerde yapilan bir Avastin-
direncli insan A549 akciger kanser ksenogreft modelde Avastin'den daha glicli bir antikanser

etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

BULUSUN GERGCEKLESTIRILMESINE YONELIK EN IYI MOD

Bir yénde mevcut bulus, sunlan iceren bir cift hedefli protein saglamaktadir: SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4'ln {delta-benzeri ligand 4) amino asit sekansinda 58"
ila 65N ve 110U jla 115" amino asit kalintisini igeren DLL4'lin bir konformasyonel eptiopunu
tanimlayan spesifik olarak DLL4’e baglanan bir protein; ve spesifik olarak VEGFye (vaskuler

endoteliyal bliyime faktorl) baglanan bir antikor.

Burada kullanildigi Gzere “cift-hedefli protein” terimi, iki farkl antijene (hedef protein)
badlanabilen bir proteine atifta bulunmaktadir. Spesifik olarak ¢ift-hedefli protein dodal olarak

olusmamaktadir ve tercihen bir genetik miihendislik ydntemi veya herhangi baska bir ydntem ile
F 4
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dretilmektedir.

Mevcut bulusun amac dogrultusunda cift-hedefli protein, hem kanser hiicrelerinde asin ifade
edilen VEGF'ye hem de endoteliyal hiicrelerde ifade edilen DLL4’e bagdlanabilmektedir. Cift-hedefli
protein, bir antikor formunda olabilmektedir. Burada kullanildid lizere “cift-hedefli protein” terimi,
“cift-hedefli antikor”, “bispesifik antikor” veya “bispesifik antikor proteini” terimi ile degisimli olarak
kullanilabilmektedir. Tercihen mevcut bulusun cift-hedefli proteini, antijenler olarak VEGF ve
DLL4’0 hedefleyebilmektedir. Mevcut bulusa gore gift-hedefli proteinin formu, bir cift-hedefli
proteini igermektedir, burada spesifik olarak VEGF'ye baglanan bir IgG-tipi antikor ve spesifik
olarak DLL4%e baglanan bir protein bir bag ile birbirine baglanmaktadir, ancak spesifik olarak
bununla sinirl degildir. Mevcut bulusa gore cift-hedefli proteinin yapisi, Sekil 1a’da sematik olarak

gosterilmektedir.

Spesifik olarak meveut bulusun cift-hedefli proteini, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ile temsil edilen
bir agir-zincirli amino asit sekansini ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 20 ile temsil edilen bir hafif-

zincirli amino asit sekansini igerebilmektedir.

Burada kullanildigi tizere “antikor” terimi, belirli bir antijen ile imminolojik olarak reaktif olan bir
imminglobilin molekiiliinii iceren, ve spesifik olarak bir antijeni tanimlayan bir reseptér olarak
islev g6ren bir protein molekiiline atifta bulunmaktadir. Bu terim, tim poliklonal antikorlan,
monoklonal antikorlari, tam-boy antikorlan ve antikor fragmentleri icerebilmektedir. Ek olarak
terim, kimerik antikorlar (6rnedin insanlastinimis murin antikorlan) ve heterojen antikorlar
{6rnedin bispesifik antikorlar) gibi genetik miihendislik ile lretilen formlan icerebilmektedir. Bir
tam-boy antikor, iki tam-boy hafifi zincire ve iki tam-boy adir zincire sahiptir, burada hafif
zincirlerin her biri, bir disiilfit bag ile adir zincire baglanmaktadir. Tam-boy antikor, IgA, IgD, IgE,
IgM ve IgG icerebilmektedir, ve IgG'nin alttipleri, IgG1, IgG2, IgG3 ve IgG4 icermektedir. Ek
olarak antikor terimi, cift dederlikli molekilleri, diakorpuslar, triakorpuslar ve tetrakorpuslan
kapsayabilmektedir. Spesifik olarak, VEGFye spesifik olarak baglanan antikorlar IgG tipi

olabilmektedir.

Mevcut bulusta cift-hedefli protein, spesifik olarak VEGF (vaskuiler endoteliyal blylime faktéri) ve
bir tam-boy antikora baglanan bir immiinoglobiilin G (IgG)-tipi antikorun, spesifik olarak DLL4'e
{delta-benzeri ligand 4) baglanan Fab’, F(ab’);, Fab, Fv, rIgG veya scFv-tip proteinin bir bag ile
birbirine baglandigi bir form olabilmektedir.

Tipik olarak bir immiinoglobiilin ve scFv, agir zincir ve hafif zincirlere sahiptir, ve her bir agir ve
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hafif zincir, bir sabit bélge ve bir dedisken bdlge barindirmaktadir (bélgeler ayrica alanlar olarak
bilinmektedir). Hafifi ve adr zincir degisken bdlgeler, doért cergeve boélgesini ve ayrica
“tamamlayicilik belirleme bélgeleri” olarak adlandirilan lig hiperdegisken bdlgeyi (bundan béyle
“CDR'ler” olarak atifta bulunulmaktadir) igermektedir. CDR'ler, dncelikle bir antijenin bir epitopuna
baglanma bakimindan sorumludur. Her bir zincirin CDR’sine, tipik olarak N-terminusundan
baslayarak sirali olarak sayil CDR1, CDR2 ve CDR3 olarak atifta bulunulmaktadir ve ayrica tipik

olarak, belirli CDR'nin konumlandirildidi zincir ile tanimlanmaktadir.

DLL4'e spesifik olarak badlanan bir protein ve spesifik olarak VEGF'ye baglanan bir antikor igeren
mevcut bulusun gift-hedefli proteini, insan-tirevli DLL4 ve VEGF igin gugli bir afinite
gbstermektedir, DLL4-ifade eden hiicrelerin (6rnegdin kanser hiicreleri veya vaskiiler endoteliyal
hiicreler) Notch 1 veya Notch 4 reseptériine baglanmasini etkili bir sekilde inhibe etmektedir, ve
ayrica VEGF reseptorind ifade eden vaskuler endoteliyal hicrelerin, kanser hucrelerinde asin ifade
edilen VEGF tarafindan aktiflestirildigi bir anjiyojenik prosesi inhibe etmektedir. Dolayisiyla,
mevcut bulusun cift-hedefli proteini, kanser gibi hastaliklarin tedavisinde daha gliclii bir terapétik

etki sergileyebilmektedir.

Mevcut bulusa gore cift-hedefli proteinin VEGF-spesifik badlayict antikoru ve DLL4-spesifik
badlayici proteini, bunlarin spesifik baglanmasini stirdirebilmektedir ve 6zellikle es zamanh olarak
iki hedefi (antijeni) inhibe edebilmektedir. Dolayisiyla antikor ve protein, bir tek hedefe baglanan
veya bunu inhibe eden bir protein veya antikordan daha etkili olabilmektedir ve bunlar, e zamanl

olarak iki sinyali inhibe edebilmektedir.

Burada kullanildigi lizere “antikor fragmentler” terimi, antijenlerin baglanma kabiliyetine sahip
fragmentlere atifta bulunmaktadir ve érnegdin Fab’, F{ab"),, Fab, Fv, rIgG ve scFv gibi antikorlarin
antijen-baglayicr formlanni icermektedir. Ozellikle “antikor fragmentleri” terimi, scFv (tek-zincirli
degisken fragment) kapsamaktadir ve Ozellikle, cift degerlikli molekiilleri veya diakorpuslari,

triakorpuslari ve tetrakorpuslan kapsayabilmektedir.

Burada kullanildidi lizere “scFv (tek-zincirli dedisken fragment)” terimi, bir tam antijen-tanima ve
antijen-baglanma alanini barindiran ve alanlerin bir tek polipeptit zincirinde bulunabildigi antikor

VH ve VL alanlerini igeren minimum antikor fragmentine atifta bulunmaktadir.

Burada kullarldigi Gzere “cift hedefli protein” sunlar icermektedir: SEKANS KIMLIK NUMARASI:
21 ile temsil edilen bir DLL4lin {delta-benzeri ligand 4) amino asit sekansinda 58" ila 65™ ve

110U jla 1154 amino asit kalintisini igeren DLL4'ln bir konformasyonel eptiopunu tanimlayan
b
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spesifik olarak DLL4’e baglanan bir protein; ve spesifik olarak VEGFye (vaskiiler endoteliyal
bliylime faktorii) baglanan bir antikor, DLL4 ve VEGF'nin dahil edildigi iki sinyalizasyon yolunu eg
zamanh olarak inhibe edebilen herhangi bir cift-hedefli proteini kapsayabilmektedir. Cift-hedefli
proteinin VEGF-spesifik baglayic antikoru ve DLL4-spesifik badlayia proteini, yukarida agiklandigi

uzere tam-boy antikorlarnn ve antikor fragmentlerin formunda olabilmektedir.

Burada kullanildigi iizere “SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4 (delta-benzeri
ligand 4) proteininin amino asit sekansinda 58" jla 65 ve 110" jla 115™ amino asit kalintisini
iceren DLL4'ln bir konformasyonel eptiopunu tanimlayan spesifik olarak DLL4’e badlanan bir
protein”, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4 (delta benzeri ligand 4)
proteininin amino asit sekansinda 58" ila 65 ve 110" jla 115" amino asit kalintisini iceren
DLL4'Gn bir konformasyonel epitopuna spesifik olarak baglanan bir proteine atifta bulunmaktadir.
Protein, kanserin blyumesinin inhibe edilmesiyle bir kanser terapotik etkisi sergileyebilen bir
protein anlamina gelmektedir. Protein, ylksek afiniteye sahip epitopa bagdlanabilmektedir ve DLL4
aktivitesini notrlestirmek (lizere islev godrebilmektedir. Protein, DLL4'lin Notch reseptériine
baglanmasini bloke edebilmektedir ve DLL4-aracili sinyalizasyonu inhibe edebilmektedir. SEKANS
KIMLIK NUMARALARI: 21 ve 22%i iceren DLL4‘lin bir konformasyonel epitopuna spesifik olarak
badlanan bir protein, spesifik olarak tam-boy antikorlar, Fab’, F(ab"),, Fab, Fv, rIgG veya scFv(Tek-

zincirli degisken fragment) formunda olabilmektedir.

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4'iin (delta-benzeri ligand 4) amino asit
sekansinda 58M ila 65™ ve 110" jla 115" amino asit kalintisini iceren DLL4’lUn bir
konformasyonel eptiopuna spesifik olarak badlanan protein, DLL4’e spesifik olarak baglanan
protein, sunlari icerebilmektedir: SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 ile temsil edilen agir-zincirli CDR1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3 ile temsil edilen adir-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASTI:
4 jle temsil edilen agir-zincirli CDR3 iceren bir adir-zincirli dedisken bolge; ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 5 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6 ile temsil edilen
hafif-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASTI: 7 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR3 igeren bir
hafif-zincirli degisken bolge.

Daha da spesifik olarak agir zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8 ile temsil edilen bir agir-zincirli
amino asit sekansini icerebilmektedir ve hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9 ile temsil edilen
bir hafif-zincirli amino asit sekansini igerebilmektedir. Ancak protein, ayrica, yukarida agiklanan
CDR sekanslarini iceren ve bir kanser terapotik etkisini sergilemek igin spesifik olarak DLL4'e
badlanabilen herhangi bir protein olabilmektedir. Adir zincir ve hafif zincir, bir bag ile birbirine

baglanabilmektedir.
U
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Ek olarak mevcut bulusun cift-hedefli proteininin DLL4-spesifik bagdlayici proteini, spesifik olarak
yalnizca insan DLL4’e degil, ayni zamanda fare DLL4e baglanabilmektedir, ve DLL4 ve Notch

proteini arasindaki etkilesimi inhibe edebilmektedir.

Mevcut bulusun bir 6rnedinde, DLL4 ve VEGF'yi inhibe etmeye yonelik milkemmel bir biyolojik
aktiviteye sahip olan, mevcut bulusun cift-hedefli proteininin DLL4-spesifik baglayici antikorunun
epitopu tanimlanmistir, Spesifik olarak mevcut bulusta, antikorun, DLL4lin amineo asit sekansinda
58 jla 65 ve 110U jla 115" amino asit kalintisindan olusan DLL4'lin kesintisiz molekiiler
ylzeyine baglandidi bulunmustur. Dolayisiyla DLL4Gn amino asit sekansinda 58 ila 65"
(SEKANS KIMLIK NUMARASI: 22) ve 110" jla 115M9 (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 23) amino
asit kalintisi, mevcut buluga gére DLL4-spesifik baglayici antikorun epitopu olabilmektedir. Daha
da spesifik olarak SEKANS KIMLIK NUMARALARI: 22 ve 23'ten olugan DLL4'Un bir molekuler yiizey
bdlgesi bir konformasyonel epitop olabilmektedir.

Burada kullanildidi {izere “delta-henzeri ligand 4 (DLL4)"” terimi, Notch reseptdrlerine baglanan
delta-sinifi ligandlardan birine atifta bulunmaktadir ve tercihen Notch 1 veya Notch 2’ye baglanan
bir proteine atifta bulunmaktadir, ancak bununla sinirl degildir. DLL4, herhangi bir memeli DLL4
olabilmektedir ancak tercihen insan veya fare DLL4 olmaktadir. DLL4'(in, tim&r damar yapilarini
iceren cesitli timdr hiicrelerinde asin ifade edilen ve ksenogreft modellerde anormal damar

yapilarinin sayisinin arttinlmasiyla kanserin blylimesini kolaylastirdig bilinmektedir.

Dolayisiyla SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4'lin {delta-benzeri ligand 4)
amino asit sekansinda 58" ila 65 ve 110" ila 115™ amino asit kalintisini iceren DLL4'lin bir
konformasyonel eptiopuna spesifik olarak bagdlanan bir protein iceren mevcut bulusun cift-hedefli
proteini, etkili bir sekilde DLL4'Un fonksiyonunun inhibe edilmesiyle kanserin tedavi edilmesi i¢in
kullanilabilmektedir. DLL4 ile ilgili bilgi, Ulusal Saglik Enstitiilerinin Gen Bankasini iceren bilinen
veri tabanlarindan elde edilebilmektedir, ve drnegin Gen Bankasi Erisim Numarasi NM_019074.3
(Gen KIMLIGI: 54567 ve NCBI Referans Sekansi: NM_019074.3) olan DLL4‘iin bilgisi
olabilmektedir. DLL4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21'in amino asit sekansini icerebilmektedir.

Burada kullanildigi tizere “Notch reseptdri” terimi, Notch sinyalizasyonuna aracilk eden bir
proteine atifta bulunmaktadir ve Notch ile degisimli olarak kullanilabilmektedir. Notch reseptor,
Notch sinyalizasyonuna araciik eden herhangi bir protein olabilmektedir. Tercihen Notch
resepttril, Notch 1 veya Notch 4 olabilmektedir ancak bununla sinirl degildir.
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Burada kullanildidi (zere “insan delta-benzeri ligand 4 (DLL4) ve Notch reseptorii arasindaki
etkilesimin inhibe edilmesi” ifadesi, mevcut bulusun DLL4-spesifik baglayic proteininin, DLL4 ve
Notch reseptérii arasindaki etkilesimi inhibe etmek igin DLL4’e baglandigi anlamina gelmektedir.
Tercihen, bu ifade, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4'lin (delta-benzeri
ligand 4) amino asit sekansinda 58 ila 65" ve 110" jla 115™ amino asit kalintisini igeren
DLL4Gn bir konformasyonel epitopu icin spesifik cift-hedefli proteinin, DLL4 ve Notch 1 veya
Notch 4 reseptdrii arasindaki etkilesimi inhibe etmek icin DLL4’e baglandigi, ancak bununla sinirl
olmadidi anlamina gelmektedir. Mevcut bulusun ¢ift-hedefli proteini, SEKANS KIMLIK NUMARAST:
21 ile temsil edilen bir DLL4'lin (delta-benzeri ligand 4) amino asit sekansinda 58 ila 65 ve
110urv jla 115" amino asit kalintisini igeren DLL4'(n bir konformasyonel eptiopuna spesifik olarak
baglandiginda Notch reseptdrlerinin, buna DLL4'lin baglanmasiyla yapisal olarak degistiriimesini
Onlemektedir. Dolayisiyla Notch sinyalizasyonu inhibe etmek icin Notch proteinlerinin hidrolizini
onlemektedir. DLL4, timorlerde Notch reseptorlerine bagdlandiginda kan damalarinin biyGkIGgina
arttirdidn ve vaskiiler endoteliyal hiicreler veya kanser hiicreleri ve vaskiiler endoteliyal hiicreler
arasindaki Notch sinyalizasyonu arasindaki sinyalizasyonu aktiflestirmektedir, boylelikle timorlerin

proliferasyonu ve metastazinda bir rol almaktadir.

Dolayisiyla tlimérlerde DLL4 tarafindan Notch sinyalizasyonu inhibe edildiginde anjiyojenez,
kolaylikla kontrol edilememektedir ve dolayisiyla tiimorlerin buylimesi inhibe edilebilmektedir. Ek
olarak DLL4 bloke edildiginde, bir anjiyojenik alanin sonundaki hiicrelerde yanal inhibisyon
kaybinin agin filizlenmeye neden oldugu goriinmektedir, bdylelikle diisiik verimlilige sahip
anjivojenik reaksiyonlarda bir diglise neden olmaktadir, ve oksijenin tedarik edilmesine yénelik
perflizyon, timorlerin etrafindaki hipoksiyi indiiklemek (izere azaltilabilmektedir, boylelikle anti-

VEGF terapisine direnc gosteren tiimdérlere karsi bile antitimér etkilere neden olmaktadir.

Bu dogrultuda, DLL4 ve Notch arasindaki etkilesimi etkili bir sekilde inhibe eden DLL4-spesifik
baglayici proteini iceren mevcut bulusun cift-hedefli proteini, etkili bir sekilde kanserin tedavisi

igin kullanilabilmektedir.

Burada kullanildigi Gizere “spesifik clarak VEGF'ye badlanan antikor” veya “VEGF-spesifik badlayic
antikor” ifadesi, timé6r hlicrelerinde spesifik olarak antijen VEGFye bagdlanan tim antikorlari
kapsamaktadir. Spesifik olarak antikor, VEGFi hedefleyen bir terapétik etki olan
Bevacizumab{Avastin®) olabilmektedir ancak bununla sinirh degildir. VEGFye spesifik olarak
badlanan bu tlir antikorlar, yukarnda acklandidi lizere tam-boy antikorlan veya antikor
fragmentleri icerebilmektedir ve IgG antikorlar olabilmektedir, ancak bununla sirirh dedildir. VEGF,

anjiyojenezde dnemli bir rol oynayan bir liganddir, ve VEGF inhibe edildiginde higbir anjiyojenez
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olusmayacaktir, ve dolayisiyla kanser tedavi edilebilmektedir. US FDA tarafindan onaylanan

Bevacizumab (Avastin®, Genentech), stabil bir sekilde kullanilabilen bir terapotik antikordur.

Spesifik olarak VEGF'ye baglanan antikor, spesifik olarak sunlar icerebilmektedir: SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10 ile temsil edilen adir-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11 ile temsil edilen
agir-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 12 ile temsil edilen agir-zincirli CDR3 iceren bir
agir-zincirli degisken bélge; ve SEKANS KIMLIK NUMARASTI: 13 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 14 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:
15 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR3 igeren bir hafif-zincirli dedisken bolge. Daha da spesifik
olarak spesifik olarak VEGF'ye baglanan antikor, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 16 ile temsil edilen
bir agir-zincirli amino asit sekansini ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 17 ile temsil edilen bir hafif-
zincirli amino asit sekansini icerebilmektedir. Ancak antikor, ayrica, yukarida aciklanan CDR
sekanslarini igeren ve bir kanser terapotik etkisini sergilemek icin spesifik olarak VEGFye
baglanabilen herhangi bir antikor olabilmektedir.

Mevcut bulusa gore ¢ift-hedefli proteinin VEGF-spesifik badlayici antikoru, timér hiicrelerinde asiri
ifade edilen VEGF'ye spesifik olarak baglanabilmektedir, ve dolayisiyla VEGF'yi ifade eden tiim&r
hiicrelerinde mevcut bulusun ¢ift-hedefli proteinin, konsantre edebilmektedir. Aynca VEGFye

badlanarak antikanser aktiviteyi sergileyebilmektedir,

Burada kullanildigi {izere “vaskiiler endoteliyal bilyime faktoérii (VEGF)” terimi, vaskdler
endoteliyal hiicrelerin biylime aktivitesini gelistiren ve makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve timdr
hiicreleri dahil cesitli tiirlerde hicreler tarafindan salgilanan bir bliylime faktorG tirline atifta
bulunmaktadir. VEGF, fetal anjiyocjenezde dnemli bir rol oynamaktadir ve ayrica hizli biylime ve
metabolizmanin olustugu tiimér dokusuna oksijen tedarik etmek igin anjiyojenezi indiiklemek
lzere islev gtrmektedir. VEGF proteininin ve bunun reseptoriniin dahil edildigi yollar,

yetiskinlerde antikanser ajanlarin hedef sinyalizasyon yollar olarak caligilmistir.

Ek olarak, cift-hedefli proteinin VEGF-badlayici alani, insan VEGF ve VEGF reseptorii arasindaki
etkilesimin inhibe edilmesi anlamina gelmektedir. Spesifik olarak VEGF icin spesifik gift-hedefli
proteinin, VEGF ve VEGFR-2 arasindaki etkilesimi inhibe etmek (izere VEGF'ye baglandig), ancak

bununla sinirl olmadigi anlamina gelmektedir.

Mevcut bulusun amac dogrultusunda VEGF reseptdrid, memeli VEGF'sine badlanan herhangi bir
protein olabilmektedir. Spesifik olarak insan VEGF'sine badlanan bir protein olabilmektedir.

i e ]



10

15

20

25

30

35

VEGF ve VEGF resepttril arasindaki etkilesim, mevcut bulusun VEGF-spesifik cift-hedefli proteini
ile inhibe edildiginde VEGF'nin VEGF reseptériine baglanmasiyla VEGF/VEGF sinyalizasyonu inhibe
edilecektir. Timdrlerdeki VEGF ve VEGF reseptéri birbirine baglandiginda kanser dokusunun
stromal/endoteliyal hiicrelerindeki VEGF/VEGF reseptériiniin, kan damarlarnin sayisini azaltmak
ve tumorlerdeki bir vaskiler fonksiyonu zayiflatmak igin DLL4/Notch sinyalizasyon yolunun
mekanizmasindan farkh olarak anjiyojenezi gugli bir gsekilde inhibe etmek (zere

aktiflestirilmektedir, bdylelikle kanser proliferasyonu ve metastaz inhibe edilmektedir.

Dolayisiyla, DLL4 ve VEGF icin spesifik olan mevcut bulusun cift-hedefli proteini, farkl bir
mekanizma ile kanser dokusunda anjiyojenezi inhibe etme kabiliyeti géstermektedir, ve dolayisiyla

daha iyi antikanser aktiviteye sahip bir terapétik ajan olarak kullanilabilmektedir.

Spesifik olarak gift-hedefli protein, DLL4’e spesifik olarak badlanan proteinin ve VEGF'ye spesifik
olarak baglanan IgG (Immiinoglobiilin G)-tipi antikorun bir bag ile birbirine badlandigi bir form
olabilmektedir.

X

Burada kullanildigi (izere “bad” terimi, bir hidrojen badlayicinin kullanimi, elektrostatik etkilesim,
van der Waals kuvveti, bir dislilfit baglayici, bir tuz koprisi, hidrofobik etkilesim, bir kovalent
badlayicl vs. ile iki farkl flizyon partnerini {(6rnegin biyolojik polimer) birlestirebilen herhangi bir
kisma atifta bulunmaktadir. Spesifik olarak bag, fizyolojik kosullar veya diger standart peptit
kosullar (6rnegdin peptitlerin saflagtirilmasina veya depolanmasina ydnelik kosullar) altinda en az
bir distlfit baglayicida cékelebilen en az bir sistein kalintisina sahip olabilmektedir. Flizyon
partnerlerinin birlestiriimesine ek olarak bag, bir araliklayici olarak islev gorebilmektedir ve flizyon
partnerleri arasinda bir aralik saglamaktadir veya konjugat igin esneklik veya sertlik saglamasi igin
bir mentese olarak islev gorebilmektedir. Bag, bir peptidil bad veya bir peptidil olmayan bag
olabilmektedir. Bir peptit badlayici veya bir disilfit baglayici aracilidiyla flizyon partnerleri

arasindaki dogrudan baglanti, bagdin rolli kapsamindadir.

Mevcut bulusta bag, tercihen, DLL4-spesifik badlayia proteini VEGF-spesifik badlayici antikora
birlestirebilen bir polipeptit olabilmektedir ancak spesifik olarak bununla sinirli degildir. Daha da
tercihen bag, VEGF-spesifik badlayici antikorun Fc bdlgesinin C-terminusunu DLL4-spesifik
baglayici proteinine birlestirebilen bir peptidil bag olabilmektedir. Daha da tercihen bag, bir
GGGGS motifinin tekrarlarindan olusan bir amino asit sekansini igeren bir peptidil bag
olabilmektedir. GGGGS motifi, 1 ila 10 kere tekrarlanabilmektedir. En fazla tercihen bag, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 187in bir amino asit sekansim veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 19°un bir

poliniikleotit sekansi ile kodlanan bir amino asit sekansini igerebilmektedir.
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Ba§ peptit (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 18) GGGGSGGGGSGGGGS
Bag poliniikleotit (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 19): GGTGGAGGTGGCAGCGGTGGTGG
CGGCAGTCCCGGTGGCGGCTCC

Burada kullanildigi Gzere “peptit olmayan bag” terimi, herhangi bir peptidil olmayan kovalent
baglayici ile birbirine birlestirilebilen en az iki tekrar biriminden olusan bir biyouyumlu baga atifta

bulunmaktadir.

Mevcut bulusta kullanilan peptit olmayan bagin drnekleri, polietilen glikol (PEG) homopolimerleri,
polipropilen glikol homopolimerleri, etilen glikol-propilen glikol kopolimerleri, polioksietillenmis
poliol, polivinil alkoller, polisakkaritler, dekstran, polivinil etil eter, biyobozunur polimerler, lipit
polimerler, kitinler, hiyallronik asit ve bunun kombinasyonlarini icermektedir. Tercihen peptidil
olmayan bag, bir polietilen glikol homopolimeridir. Teknikte hélihazirda bilinen ve teknik seviyede
kolaylikla hazirlanabilen tiirevler, mevcut bulusun kapsami dahilindedir. Daha da tercine peptidil
olmayan bag, 1 ila 5 kDa arasinda bir molekiil agirhdina sahip bir polietilen glikol homopolimeridir.
En fazla tercihen, VEGF-spesifik baglayici antikoru DLL4-spesifik badlayici proteine birlestirebilen,
3.4 kDa'lik bir molekil agirhdina sahip olan ve her iki ucunda aldehit gruplan banndiran bir bag
olabilmektedir. Ozellikle her iki uctaki aldehit fonksiyonel gruplar, spesifik olmayan reaksiyonlarin

minimum hale getirilmesinde etkilidir.

Bag aracihidiyla dogrudan veya dolayl olarak birlestirilen bolgeler, Fc fragmentleri, Fab’, F(ab’),,
Fab, Fv ve benzerini icermektedir ancak spesifik olarak bunlar ile sinirh degildir. Cift-hedefli
protein, sunlar olabilmektedir: DLL4-spesifik baglayici proteinin tamaminin veya bir pargasinin,
VEGF-spesifik badlayici antikorun tamamina veya bir pargasina badlandid bir form; veya DLL4-
spesifik badlayici proteinin tamaminin veya bir parcasinin, bir peptidil bag araciigiyla VEGF-
spesifik baglayic antikorun tamamina veya bir parcasina baglandigi bir form; veya bunlann bir

kombinasyonu, ancak cift-hedefli protein bunlar ile sinirli degildir.

Ek olarak Cift-hedefli protein, sunlar olabilmektedir: DLL4-spesifik bagdlayici proteinin tamaminin
veya bir parcasinin, VEGF-spesifik baglayici antikorun bir agir zincirinin tamamina veya bir
pargasina baglandigi bir form; veya DLL4-spesifik baglayici proteinin tamaminin veya bir
pargasinin, bir peptidil bag aracligiyla VEGF-spesifik badlayici antikorun bir hafif zincirinin
tamamina veya bir parcasina baglandidi bir form; veya bunlarin bir kombinasyonu,

Mevcut bulusun bir 6rnedinde, spesifik olarak DLL4 ve VEGF'ye baglanan cift-hedefli protein
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Avastin-DLL4 BsAb, poliniikleotidi kodlayan, poliniikleotidi bir vekttre ekleyen, vektdrli hayvan
hiicrelerine sahil eden ve bir Avastin-DLL4-baglayici ¢ift-hedefli proteinini hiicrelerden izole eden
bir gift-hedefli proteini hazirlamak igin bir bag tarafindan IgG-tipi Avastin‘in agir-zincirli bélgesinin
C-terminusunun, bir scFv-tipi DLL4-badlayic proteinine birlestiriimesiyle yapilmigtir. Cift-hedefli
protein molekiilli, bir Avastin IgG antikorunun, bir bag tarafindan bir DLL4-bagdlayici scFv'ye
birlestirildigi bir yapiya sahiptir (SEKIL 1). Hayvan hiicrelerinde ifade edilen Avastin-DLL4-baglayici
cift-hedefli protein izole edilmistir ve bunun ifadesi ve safligi élciilmiistiir (SEKILLER 2a ve 2b). Ek
olarak Avastin-DLL4-bagdlayic cift-hedefli proteinin spesifik olarak VEGF ve DLL4 hedeflerine
bagdlandigi bulunmustur (SEKIL 3). Ek olarak antijenlerin her biri igin ift-hedefli proteinin badlayici
afinitesinin, bir kontrol antikorununkine benzer oldugu gdsterilmistir. Spesifik olarak cift-hedefli
protein, insan DLL4 icin 30 nM’lik bir KD degeri ve insan VEGF igin 0.126 nM’lik bir KD degeri
gostermigtir (Tablolar 2 ve 3). Ayrica, baglayici vaskiiler endoteliyal hiicre DLL4 ve insan Notch 1
reseptériniin her biri ve VEGFnin VEGF reseptériine badlanmasi dolayisiyla neden olunan
sinyalizasyon yolunun, cift-hedefli protein ile tedavi vasitasiyla etkili bir sekilde inhibe edildigi
gosterilmistir (SEKIL 10). Bu tiir sonuclar, DLL4 ve VEGF icin spesifik olan mevcut bulusun cift-
hedefli proteininin, DLL4lin Notch reseptdriine badlanmasini ve VEGF'nin VEGF reseptdriine
badlanmasini etkili bir sekilde bloke edebildigini, bdylelikle bir antikanser etki sadladigini
dnermektedir. Avastin-direncli insan SCH gastrik kanserinde ve A549 akciger kanseri ksenogreft

modellerinde cift-hedefli proteinin antikanser etkisi bulunmustur (SEKILLER 11 ve 12).

Baska bir yonde mevcut bulug, yukarida agiklanan gift-hedefli proteini kodlayan bir polindkleotit,
polintikleotit iceren bir ifade vektorl ve ifade vektoriinii iceren bir donistliriict sadlamaktadir,

Mevcut bulusa gére cift-hedefli proteini kodlayan bir polinlkleotit iceren bir ifade vektdrl spesifik
olarak kisitlanmamaktadir ancak memeli hiicreler (6rnegin insan, maymun, tavsan, sican, hamster
veya fare hiicreleri), bitki hiicreleri, maya hiicreleri, bécek hiicreleri ve bakteriyel hiicreler (6rnegin
E.col) dahil dkaryotik veya prokaryotik hiicrelerde polinlikleotidi kopyalayabilen ve/veya ifade
edebilen bir vektor olabilmektedir. Tercihen, en az bir segici isaretgi igeren ve polinikleotidin bir
konak hiicrede ifade edilebilmesi icin uygun bir promotédre islevsel olarak baglanan bir vektor
olabilmektedir. Daha da tercihen vektor, bir faj, plazmit, kozmit, mini-kromozom, viris veya

retrovirlis vektoriine eklenen polintkleotidi icerebilmektedir.

Gift-hedefli proteini kodlayan poliniiklectidi igeren ifade vektor(i, ya cift-hedefli proteinin adir zincir
veya hafif zincirini kodlayan her bir poliniklectidi igeren bir ifade vektorli ya da cift-hedefli
proteinin adir zincir ve hafif zincirini kodlayan tim polintklectitleri iceren bir ifade vekt&ri

olabilmektedir.
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Mevcut bulusun ifade vektériinin, dénastiricileri olusturmak icin dahil edildidi hiicreler, £. cof,
Streptomyces ve Salmonella typhimurium gibi bakteriyel hiicreleri; maya hicrelerini; Pichia
pastoris gibi mantar hiicrelerini; Drosophila veya Spodoptera Sf9 hicreleri gibi bdcek hiicreler;
Cin hamster yumurtalk {CHO) hiicreleri, SP2/0 (fare miyelon), insan lenfoblastoid, COS, NSO
(fare miyelom), 293T, Bowes melanoma hicreleri, HT-1080, BHK (bebek hamster bdbrek
hiicreleri), HEK (insan embriyonik bébrek hiicreleri), PERC.6 (insan retinal hiicreler), benzerini;
ve bitki hiicrelerini kapsamaktadir. Mevcut bulusun bir érnegin CHO-S hiicreleri konak hiicreler

olarak kullarlmustir.

Burada kullanildigi lizere “ekleme” terimi, cift-hedefli proteini bir konak hiicresine kodlayan
poliniikleotit igeren vektoriin iletimine atifta bulunmaktadir. Bu ekleme, kalsiyum fosfat-DNA
birlikte ¢Okelmesi, DEAE-dekstran-aracili transfeksiyon, polibren-aracii  transfeksiyon,
elektroporasyon, mikroenjeksiyon, lipozom-aracih transfeksiyon, lipozom flizyonu, lipofeksiyon ve
protoplast flizyon dahil teknikte bilinen gesitli yontemler ile gerceklestirilebilmektedir. Ayrica
transfeksiyon, viral partikdller kullanilarak enfeksiyon vasitasiyla bir hiicreye istenilen bir
malzemenin iletilmesi anlamina gelmektedir. Ek olarak vektér, gen bombardimani ile bir konak
hiicresine eklenebilmektedir. Mevcut bulusta ekleme, transfeksiyon ile degisimli olarak

kullanilabilmektedir.

Yine bagka bir yonde mevcut bulus, cift-hedefli proteinin Uretilmesine yoénelik bir ydntem

saglamaktadir.

Cift-hedefli proteinin iretilmesine yonelik yontem, tercihen, DLL4'e spesifik olarak baglanan bir
protein ve VEGF'ye (vaskiiler endoteliyal bliyiime faktorii) spesifik olarak baglanan bir antikor
iceren bir cift-hedefli proteinin (retilmesine yonelik bir yontem olabilmektedir, bu yéntem, su
adimlan icermektedir: (a) bir cift-hedefli proteini Uretmek icin donlistlricinin kiltirlenmesi; ve

{b) adim (a)'da uretilen ¢ift-hedefli proteinin geri kazanilmasi.

Daha da tercihen gift-hedefli proteinin Gretiimesine yonelik yéntem su adimlan igeren bir yéntem
olabilmektedir: (a) spesifik olarak VEGFye baglana bir antikoru kodlayan bir poliniikleotidin ve
spesifik olarak DLL4‘e baglanan ve sunlan iceren bir proteini kodlayan bir poliniikleotidin
hazirlanmasi: SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 ile temsil edilen agir-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 3 ile temsil edilen adir-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 ile temsil edilen
adir-zincirli CDR3 iceren bir adir-zincirli dedisken bdlge; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5 ile
temsil edilen hafif-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR2
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ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR3 iceren bir hafif-zincirli
dedisken bolge; (b) adm (a)da hazirlanan VEGF-spesifik badlayic antikoru kodlayan
poliniikleotidin Fc-bdlgesini kodlayan poliniikleotidin 3" ucunun, bir bag ile DLL4-spesifik baglayici
proteini kodlayan polinlkleotidin 5 ucuna birlestirilmesi; (c) bir ifade vektorini hazirlamak igin
adim (b)'nin gift-hedefli protein-kodlayan polintkleotidin klonlanmasi; (d) bir dontstlriclntin elde
edilmesi igin bir konak hicresine adim (c)'nin ifade vektdrinin eklenmesi ve dénistirdcindn

kaltiirlenmesi; ve (e) gift-hedefli proteinin adim (d)'nin dondstiriclden geri kazanilimasi.

Ek olarak cift-hedefli proteinin Uretiimesine yonelik yontem su adimlan igeren bir yontem
olabilmektedir: (a) spesifik olarak VEGF'ye baglana bir antikoru kodlayan bir polinikleotidin ve
spesifik olarak DLL4'e badlanan ve sunlan igeren bir proteini kodlayan bir polinikleotidin
hazirlanmasi: SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 ile temsil edilen agir-zincirli COR1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 3 ile temsil edilen agir-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 ile temsil edilen
agir-zincirli CDR3 iceren bir agir-zincirli dedisken bélge; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5 ile
temsil edilen hafif-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR2
ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR3 iceren bir hafif-zincirli
dedisken bolge; (b) bir ifade vektériind hazirlamak icin adim (a)’nin poliniikleotidinin klenlanmasi;
(¢) bir donustirlicinin elde edilmesi igin bir konak hicreye adim (b)nin ifade vektdrinin
eklenmesi ve donustirictinin kiltirlenmesi; ve (d} adim (c)'nin donistiricliden VEGF-spesifik
baglayicr antikorun ve DLL4-spesifik baglayici proteinin geri kazanilmasi ve bir bag vasitasiyla
VEGF-spesifik badlayic antikorun Fc bdlgesinin C-terminusunun, DLL4-spesifik baglayici proteinin
N-terminusuna birlestirilmesi.

Mevcut bulusun cift-hedefli proteini, bilinen bir rekombinasyon teknidi veya biyokimyasal yontem
ile Uretilebilmektedir, ve antikor, uygun bir konak hiicresine eklenebilmektedir ve donustiriiciniin

kaltiir ortamindan geri kazanilabilmektedir.

Spesifik olarak cift-hedefli protein, bilinen bir izolasyon yontemi ile izole edilebilmektedir. Ornegin
cift-hedefli protein, uygun bir sekilde, protein, A-Sefaroz, hidroksipapatit kromatografisi, jel
elektroforezi, diyaliz veya afinite kromatografisi gibi geleneksel bir saflagstirma prosediru ile kiltdr

ortamindan izole edilebilmektedir, ancak bunlarla sinirh degildir.

Yine bagka bir yonde mevcut bulus, cift-hedefli proteini igeren bir bilesim saglamaktadir.

Bir ilave ybnde mevcut bulus, cift-hedefli proteini iceren, kanserin tedavi edilmesine yénelik bir

farmasotik bilesim saglamaktadir.
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Cift-hedefli protein, DLL4 ve VEGF'nin Notch veya VEGF reseptoriine baglanmasini inhibe etmek
icin hem DLL4 hem de VEGFye baglanabilmektedir, b&ylelikle kanserin biylimesi inhibe
edilebilmektedir. DLL4/Notch reseptorii ve VEGF/VEGF reseptorii yukanda agiklandidi gibidir.
Spesifik olarak DLL4 ve VEGF'ye baglanan ¢ift-hedefli proteini iceren mevcut bulusun bilesimi, /n
vivo uygulandiginda kanserin gelisimi, proliferasyonu ve metastazini inhibe edebilmektedir, veya

kanserin ilerlemesini énleyebilmektedir, boylelikle kanser tedavi edilebilmektedir.

Burada kullanildigi {zere “kanser” terimi, kisitlama olmaksizin kanserin tim tdrlerini
kapsamaktadir, ancak kanserin 6rnekleri, esofajel kanser, mide kanseri, kalin badirsak kanseri,
rektal kanser, oral kanser, farinks kanseri, larinks kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri, meme
kanseri, uterin servikal kanser, endometrial kanser, yumurtalk kanser, prostat kanseri, testis
kanseri, mesane kanseri, renal kanser, karaciger kanseri, pankreas kanseri, kemik kanseri, bag
doku kanseri, deri kanseri, beyin kanseri, tiroid kanser, I6semi, Hodgkin hastalidi, lenfoma ve
coklu miyeloid kan kanserini icerebilmektedir. Burada kullanildidi (izere “tedavi” terimi, bilesimin
uygulanmasi ile kanserin semptomlarini faydal bir sekilde restore eden veya dedistiren tiim

hareketlere atifta bulunmaktadir.

Ek olarak mevcut bulusun farmasétik bilesimi, ayrica farmasotik olarak kabul edilebilir bir tasiyic

icerebilmektedir.

Burada kullanildigi (izere “farmasétik olarak kabul edilebilir tagiyicl” terimi, bir organizmayi irrite
etmeden bir uygulanmis bilesigin biyolojik aktivitesini ve dzelliklerini bozmayan bir tasiyici veya
seyrelticiye atifta bulunmaktadir. Bir sivi ¢ozelti olarak formiile edilen bir bilesimde farmasétik
olarak kabul edilebilir bir tasiyici olarak bir steril veya biyouyumlu tasiyict kullaniimaktadir.
Farmasdtik olarak kabul edilebilir tagiyic, fizyolojik tuzlu su, steril su, Ringer ¢dzeltisi, tamponlu
tuzlu su, alblmin enjeksiyon ¢ozeltisi, dekstroz ¢ozeltisi, maltodekstrin ¢dzeltisi, gliserol, etanol
veya iki veya daha fazlasinin bir karigimi olabilmektedir. Ek olarak mevcut bulusun bilegimi, gerekli
gorildigi takdirde, antioksidanlan, tamponlan ve bakteriyostatik ajanlan kapsayan diger
geleneksel katkilan icerebilmektedir. Ayrica mevcut bulusun bilesimi, seyrelticiler, dagiticilar,
surfaktanlar, baglayialar veya vyadlayiclar yardimiyla sulu c¢ozeltiler, slispansiyonlar veya
emdlsiyonlar gibi enjekte edilebilir formlar olarak formule edilebilmektedir. Ek olarak mevcut

bulusa gore bilesim, haplar, kapsiiller, graniiller veya tabletler formunda formiile edilebilmektedir.

Mevcut bulusun farmasoétik bilesimi, bir oral veya parenteral formilasyon gibi ¢esitli sekillerde

formiile edilebilmektedir. Genellikle dolgular, genlestiriciler, baglayiclar, 1slatma ajanlan,
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dagiticlar ve sirfaktanlar vs. gibi seyrelticilerin veya eksipiyanlar formiilasyonlar igin
kullaniimaktadir. Mevcut bulusa gére bilesidi iceren bir farmasdtik bilesim, genellikle kullanilan,
dolgular, genlestiriciler, baglayicilar, 1slatma ajanlari, dagiticilar ve stirfaktanlar vs. gibi seyrelticiler
veya eksipiyanlar kullanilarak formdle edilmektedir. Oral uygulama igin Kati Formdilasyonlar,
tabletleri, haplan, tozlar, granilleri, kapsulleri vs. icermektedir. Bu tir Formllasyonlar, nisasta,
kalsiyum karbonat, sakkaroz, laktoz, jelatin vs. gibi en az bir eksipiyan ile mevcut bulusun
bilesiginin karnstinimasiyla hazilanmaktadir. Basit eksipiyanlara ek olarak magnezyum stearat,
talk vs. gibi yadlayicilar eklenebilmektedir. Slispansiyonlar, dahili ¢ozeltiler, emiilsiyonlar, suruplar
vs. gibi oral uygulamama igin Sivi Formdilasyonlar, érnedin su ve sivi parafin gibi basit seyrelticileri,
ayrica drnegin islatma ajanlan, tatlandinicilar, aromatikler, koruyucular vs. gibi gesitli eksipiyanlari
icerebilmektedir. Parenteral uygulama igin formilasyonlar, sterilize sulu ¢dzeltiler, sulu olmayan
coziicller, stispansiyonlar, emilsiyonlar, liyofilize ajanlar, slperzivatuarlar vs. icermektedir. Sulu
olmayan ¢ézlciiler ve siispansiyonlar, propilen glikol, polietilen glikol, zeytinyadi gibi sebze yadlar
veya enjekte edilebilir esterler, drnegdin etiloleat kullanilarak hazirlanabilmektedir. Stiperzivatuarlar
icin bir baz olarak Witepsol, Macrogol, Tween 61, kakao yadi, laurin yagi, gliserojelatin vs.

kullanilabilmektedir.

Farmasotik bilesim, tabletler, haplar, tozlar, grandller, kapsuller, siispansiyonlar, dahili ¢dzeltiler,
emiulsiyonlar, surup, sterilize sulu cozeltiler, sulu olmayan coziicller, liyofilize ajanlar ve

superzituvarlardan secilen herhangi bir formulasyona sahip olabilmektedir.

Mevcut bulusun farmasotik bilesimi, ayrica farmasdétik olarak etkili bir miktarda uygulanmaktadir.

Burada kullanildigi (izere “farmasotik olarak etkili miktar” terimi, herhangi bir tibbi tedaviye
uygulanabilir makul bir fayda/risk oraninda hastaliklar tedavi etmek igin yeterli bir miktara atifta
bulunmaktadir. Bilesimin etkili dozaj seviyesi, sijenin tirl, hastalik siddeti, sjenin yas ve
cinsiyeti, hastaligin tlrl, ilacin aktivitesi, ilaca duyarlilk, uygulama siresi, uygulama yolu,
salgilama hizi, tedavi siresi, bilesim ile kombinasyon halinde kullanilan ilaglar igeren faktorler
veya tibbi alanda bilinen diger faktorlere gore belirlenebilmektedir. Mevcut bulusun farmasétik
bilesimi, tek tek veya terapétik ajanlar ile kombinasyon halinde uygulanabilmektedir, ve siral
olarak veya geleneksel terapétik ajanlar ile es zamanli olarak uygulanabilmektedir. Bilesim, bir tek
veya ¢oklu dozaj formunda uygulanabilmektedir. Yukarda agiklanan faktorlerin hepsi gdz éniine
alindiginda, yan etkilere neden olmadan maksimum etki sergileyebilecek minimum miktarda
bilesimin uygulanmasi énemlidir, ve bu miktar, teknikte uzman bir kisi tarafindan kolay bir sekilde
belirlenebilmektedir.
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Mevcut bulusun bir 6rneginde, mevcut bulusun cift-hedefli proteininin, hem VEGF hem de DLL4'e
bagdlanabilmektedir (SEKILLER 3, 4a ve 4b), DLL4'l nétrlestirebilmektedir (SEKIL 5), ve Avastin-
direngli insan SCH gastrik kanserinde ve A549 akcijer kanseri ksenogreft modellerinde bir
antikanser etki sergilemistir (SEKILLER 11 ve 12), cift-hedefli proteinin, kanserin tedavi edilmesi

igin bilesimde bir aktif igerik olarak kullanilabilmektedir.

Yine baska bir ydnde mevcut bulus, kanserin tedavi edilmesine yénelik bir ydntemde kullanima
yonelik bir ¢ift-hedefli protein saglamaktadir. Cift-hedefli protein ve farmasotik olarak etkili miktar,

yukarida agiklandigi gibidir.

Kanserin tedavi edilmesine yonelik bir yontemde cift-hedefli proteinin kullanimi, bir farmasétik
olarak kabul edilebilir tasiyici ile birlikte cift-hedefli proteinin, kansere sahip olunan veya kanser
oldugu stiphelenilen bir slijeye uygulanmasini icerebilmektedir. Burada farmasétik olarak kabul
edilebilir tagiyicr ve kanser, yukarida aciklandidi gibidir. Stjenin érnekleri, sigir, domuzlar, koyun,
tavuk, kopekler ve insanlar gibi memelileri icermektedir. Slje, kanserin, mevcut bulusun

bilesiminin uygulanmasi ile tedavi edilecedi herhangi bir siije olabilmektedir.

Bu durumda bilesim, sivi, toz aerosol, kapsll, enterik-kaph tablet ve stiperzituvarlar formunda
uygulanabilmektedir. Mevcut bulusun bilesimi, intraparitoneal olarak, intravendz olarak,
intramskuler olarak, subkiitandz olarak, transdermal olarak, oral clarak, topikal olarak, intranazal
olarak, intrapulmoner olarak veya interrektal olarak uygulanabilmektedir, ancak bunlarla sinirl
degildir. Ancak peptit, oral olarak uygulandidinda sindirildigi icin oral uygulama igin bilesimde aktif
icerik, midede bozunmanin korunmasi igin kaplanmasi veya formiile edilmesi gerekmektedir. Ek
olarak farmasctik bilesim, aktif igerigin hedef hicrelere iletildigi herhangi bir cihaz ile

uygulanabilmektedir.

Bir ilave ydnde mevcut bulus, cift-hedefli proteini iceren, kanserin teshis edilmesine yonelik bir

farmasotik bilesim saglamaktadir.

Cift-hedefli protein ve kanser, yukanda aciklandidi gibidir.

Burada kullanildigi ilzere “teshis etme” terimi, bir patolojik durumun mevcudiyetinin veya
ozelliginin tespit edilmesi anlamina gelmektedir. Mevcut bulusun amaca dogrultusunda “teghis

etme” terimi, kanserin baslangicinin tespit edilmesi anlamina gelmektedir.

Mevcut buluga gore kanserin teghis edilmesine ydnelik bilesim asagidaki gibi kullanilabilmektedir.
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Kanser oldudu siliphelenebilen bir siijeden izole edilen bir numunede VEGF ve DLL4 proteinin
seviyesi, cift-hedefli protein kullanilarak olgilmektedir, ve olgilen VEGF ve DLL4 seviyesinin
normal bir kontrol numunesinden vyiiksek olmasi durumunda siijenin kanser oldugu

belirlenmektedir.

Bu amacla, protein miktarinin dlglilmesine yonelik analiz yontemleri, bunlarla simirh olmamak
kaydiyla immiino-blotlama (Western blotlama), ELISA (Enzim ile Baglantih Immiinoabsorban
Tahlil), radyocimminotahlil (RIA), radyocimmiinodiffuzyon, Ouchterlony immuinodiffizyon, roket
immiunoelektroforez, imminchistoboyama imminopresipitasyon tahlili, kompleman fiksasyon
tahlili, FACS ve protein gip analizi icermektedir. Normal bir kontrol numunesinde ve kanser oldugu
siphelenilen numunede VEGF veya DLL4 protein seviyeleri, analiz ydntemleri vasitasiyla birbiri ile
kargilastinlabilmektedir ve dolayisiyla kanser oldudu stiphelenilen bir hastanin kanserinin
baslangici ger¢ek olarak teshis edilebilmektedir.

Mevcut bulusa gore kanserine teghis edilmesine yonelik bilesim, ayrica, ¢ift-hedefli proteine ek
olarak, protein seviyesinin dlgilmesine ydnelik yontemi gerceklestirmek icin gerekli olan teknikte

bilinenleri icerebilmektedir.

Yine ilave bir yonde mevcut bulus, su adimlar iceren, kanserin teshis edilmesine yénelik bir
yontemde kullamma yonelik bir cift-hedefli protein saglamaktadir: (a) cift-hedefli protein
kullanilarak kanser oldudu disiinllen bir sljeden izole edilen bir numunede VEGF veya DLL4
seviyesinin dlgilmesi; ve (b) adim (a)'da dl¢llen VEGF ve DLL4 seviyesinin normal bir kontrol

numunesinden yliksek olmasi durumunda sljenin kanser oldugu belirlenmesi.

Burada cift-hedefli protein, kanser, siije, teshis etme ve protein seviyesinin dlgiilmesine yénelik

yontem (adim) yukarida acgiklandidi gibidir.

Burada kullanildigi Gizere “numune” terimi, bir kanser hastasina VEGF veya DLL4 ifade seviyesinde
bir fark bulundugu, tam kan serumu, plazma, salya, Urin, flegm, lenf, serebrospinal akiskan ve

intersitiyal akiskani icerdigi anlasiimaktadir.

Baska bir ydntem mevcut bulus, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21 ile temsil edilen bir DLL4'lin
{delta-benzeri ligand 4) amino asit sekansinda 58" ila 65" ve 110" jla 115" amino asit
kalintisini iceren DLL4'Un bir konformasyonel eptiopunu saglamaktadir.

Mevcut bulusun bir érnedinde, capraz badh olan SEKANS KIMLIK NUMARASI: 21'in DLL4‘linde

~= L



10

15

20

25

30

35

amino asit kalintilari, bir capraz baglama reaksiyonu ve kiitle spektrometrisi ile belirlenmistir.
SEKIL 7'de gosterildidi iizere iki fragmentin, 58" ila 65 [FRVCLKHF] amino asit kalintilarindan
olusan bir amino asit sekansi ve 110" jla 115" (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 23) amino asit
kalintilarndan oclusan bir amino asit sekansinin kesintisiz bir molekiiler yiizeyi olusturdugu,

boylelikle DLL4'lin epitopunu olusturdudu bulunmustur.

Yine bagka bir ydnde mevcut bulug, konformasyonel epitopu tanimlayan, DLL4’e spesifik olarak

badlanan bir monoklonal antikoru sadlamaktadir.

Spesifik olarak monoklonal antikor, sunlan icerebilmektedir: SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 ile
temsil edilen agir-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3 ile temsil edilen adir-zincirli CDR2
ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 ile temsil edilen adir-zincirli CDR3 igeren bir agir-zincirli degisken
bolge; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 6 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ile temsil edilen
hafif-zincirli CDR3 igeren bir hafif-zincirli dedisken bdlge. Daha da spesifik olarak agir zincir,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8 ile temsil edilen bir adir-zincirli degisken bilge amino asit sekansini
icerebilmektedir ve hafif zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9 ile temsil edilen bir hafif-zincirli

dedisken bdlge amino asit sekansini icerebilmektedir.

Baska bir ydnde mevcut bulus, yukanda agiklanan monoklonal antikoru kodlayan bir polintikleotit,

poliniikleotit iceren bir ifade vektorii ve ifade vektériind iceren bir déniistlriict saglamaktadir.

Burada mevcut bulusa ait DLL4, monoklonal antikor, vektor, déndstirlcii vs. yukarida aciklandid
gibidir.

Yine baska bir yonde mevcut bulus, kanser oldugu stphelenilen bir siijeye cift-hedefli proteinin
uygulanmasina dair bir adimi iceren kanserin tedavi edilmesine yonelik bir yontemde kullanima

yonelik bir cift-hedefli protein saglamaktadir.

Silje, kanserin dnlenmesine veya tedavisine gereksinim duyan bir sijedir, ve kanserin veya buna
benzer semptomlarin tedavisine gereksinin duyan insanlar, sigir, atlar, koyun, domuzlar, kegiler,

develer, antiloplar, kdpekler ve kediler dahil memelilerden segilebilmektedir.

Burada kullanildidi Gzere “uygulama” terimi, herhangi bir uygun yéntem ile mevcut bulusun
farmasotik bilesiminin bir hastaya dahil edilmesi anlamina gelmektedir. Mevcut bulusun farmasétik

bilesimi, istenilen bir dokuya ulasabildigi slirece gesitli oral veya parenteral vyollar ile
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uygulanabilmektedir.

Mevcut bulusta agiklandig (izere kanser tedavisinin bir ydnteminde kullanima yonelik cift-hedefli
protein, bir terapdtik olarak etkili miktarda cift-hedefli proteini iceren farmasdtik bilegimin veya
cgift-hedefli proteinin uygulanmasini icermektedir. Bilesimin toplam uygun gunlik dozunun, kati
tibbi karar kapsaminda tedavi eden bir hekim veya veteriner tarafindan belirlenebildigi teknikte
uzman kisiler icin asikar olmaktadir. Ek olarak bilesim, bunun etkili miktarinin istenilen araldi
dahilinde bir kere veya birkag kere uygulanabilmektedir. Mevcut bulusun amact dodrultusunda,
Ancak, herhangi bir belirli hasta igin spesifik terapotik olarak etkili miktar, gerceklestirilecek yanitin
tirli ve derecesi, diger ajanlarin bununla kullamilip kullanilmamasina gére spesifik bilegimler,
hastanin yasl, viicut agirhgi, saghk durumu, cinsiyet ve diyet, uygulama siiresi ve yolu, bilesimin
salgilanma hizi, tedavi sliresi ve bilegim ile kombinasyon halinde veya es zamanli kullanilan diger
ilaclar, ve tibbi alanda iyi bilinen dider benzer faktérler dahil cesitli faktérlere badh olacaktir.

ORNEKLER

Bundan bdyle mevcut bulus, orneklere atifta bulunularak daha ayrintih agiklanacaktir. Bu
drneklerin, yalmizca gosterici amaclar dodrultusunda oldugu ve mevcut bulusun kapsamini
sinirlandirmay) amaglamadidi teknikte orta derecede uzman bir kisi icin asikar olacaktir. Dolayisiyla

mevcut bulusun biylk dlglide kapsami ekli istemler ile belirlenecektir.

Ornek 1-1: DLL4 Antijeninin Preparasyonu

Insan DLL4'lin ekstraseliiler alani olarak R&D Sisteminden satin alinan insan DLL4 proteini (Kat:
1506-D4/CF) kullanilmistir. DLL4 antijen proteini, DLL4'Un amino asit sekansinin amino asit
sekanslar 27 ila 524°G (Erisim No. Q9NR61) igermektedir. Proteinin C-terminusu, bir 10-His
etiketine sahiptir.

DLL4'Un ekstraselller alaminin bir spesifik bélgesine karsiik gelen bir antijen hazirlanmistir. Bu
spesifik bdlge, amino asit kalintilan 27 ila 251'i icermektedir. Bu bélge, Notch 1 reseptdriine
baglandigi  bilinen “DSL (delta/Serrate)/gecikme-2)” olarak adlandinlan bir  motifi
barindirmaktadir. Fc proteini ile birlestirilen DLL4'lin ekstraselliler alanin bir delesyon fragmentini
{amino asit kalintilart 27 ila 251) kodlayan bir poliniikleotidin yukarn akimi bir CMV promotériini

iceren bir memeli ifade vektor plazmidi, standart bir rekombinant DNA teknidi kullanilarak
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hazirlanmistir. Fc proteini ile birlestirilen insan DLL4‘liniin bir kimerasi olan DLL4'lin delesyon
fragmentini kodlayan bir ilave yapi, genel bir rekombinant DNA teknidi kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan yapilar, gegici olarak, Fc proteini ile birlestirilen insan DLL4'Uin amino asit sekansinin
amino asit kalintilan 27 ila 251'i iceren rekombinant fluzyon proteinlerini ifade etmesi igin HEK
293E hiicrelerine transfekte edilmistir. Antijen proteinini geri kazanmak igin kosullandirma ortami,
her 72 saatte bir toplanmistir ve bu proses dort kere yinelenmistir. Antijen proteini, protein A

afinite kromatografisi ile kosullandirma ortamindan saflagtirnimigtir.

Ornek 1-2: Kiitiiphane Fajinin Preparasyonu

37°C'de 2-3 saat boyunca (ODsap=0.5-0.7), hiicreler yardima faj ile enfekte edildikten ve 30°C'de
16 saat boyunca 2X YT CMK ortaminda (2X YT CM, 70 xg/m¢ kanamisin (Sigma, K1876), 1 mM
IPTG (ELPISBIO, IPTG025)) kiiltiirlendikten sonra, farkliliga sahip 2.7 x 10'° insan scFv (tek-
zincirli degisken fragment) kiitliphane hiicreleri, 17 g 2X YT CM [Tripton (CONDA, 1612.00), 10
g maya ekstrakti (CONDA, 1702.00), 5 g NaCl (Sigma, S7653-5 kg), 34 ug/m¢ kloramfenikol
{Sigma, C0857}], %2 glikoz (Sigma, G5400) ve 5 mM MgCl; (Sigma, M2393) barindiran bir
ortamda (3 ¢) kilttrlenmistir. Kiltirlenmis hlicreler, santrifGjlenmistir (4500 dds (dakikada devir
sayist), 15 dk, 4°C), ve sipernatan, %4 PEG (Fluka, 81253) 6000 ve %3 NaCl (Sigma, $7653)
eklenmistir ve burada ¢dzlinmiistlr, ve sonrasinda 1 saat boyunca buzda inkibe edilmistir.
Sonrasinda ¢dzelti santrifiijlenmistir (8000 dds, 20 dk, 4°C), ve peletler, PBS'ye eklenmistir ve
burada ¢éziinmustiir ve sonrasinda santrifiijlenmistir (12000 dds, 10 dk, 4°C). Kitiphane fajini

iceren sUpernatan, taze bir tiipe yerlestirilmistir ve 4°C'de depolanmistir.

Ornek 1-3: Faj Gésterimi ile Gezdirme

insan DLL4’line baglanan bir anti-DLL4'( taramak icin insan DLL4 antijeninin gezdirilmesi 3 sefer

icin gerceklestirilmistir.

Rekombinant insan DLL4’linln (R&D System) 10xg/mL bir ¢dzeltisi, bir imminotiipe eklenmistir,
ve protein, 4°C'de gece boyunca imminotipin yuzeyinin lzerine adsorbe edilmistir ve sonrasinda
%1 bovin serum albiimin ¢ozeltisi, DLL4 ile adsorbe edilmemig yiizeyi korumak icin immiinotiipe
eklenmigtir. Immiinotiip bosaltildiktan sonra %1 bovin serum albiiminde dagilan 1012 CFU antikor
faji, antijene badlanmak igin buraya eklenmistir. Spesifik clarak badl olmayan faj, PBS-T (fosfat
tamponlu tuzlu su - %0.05 Tween 20) ile yikanarak cikanlmistir, ve sonrasinda kalan antijen-

spesifik faj antikoru, 100 mM trietilamin ¢dzeltisi kullanilarak geri kazanmlmstir.
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Geri kazanilan faz, 37 °C'de 1 saat boyunca 1M tris tamponu (pH 7.4) ile nétrlestirilmistir ve £
cofi ER2537've enfekte edilmistir, ve enfekte £ co/f hiicreleri, karbenisilin-barindiran LB (Luria-
Bertani) agar ortaminda plakalanmigtir ve 37°C'de gece hoyunca kiltirlenmigtir, kiltirlenen £
colf hiicreleri, 4 mL SB (superbrot)-karbenisilin ortaminda stispansiyon halinde tutulmustur ve
%15 gliserol buraya eklenmistir. Sispansiyonun bir bdlimdi, -80°C'de depolanmistir ve 50u¢

kalan, 37°C'de %2 glikoz barindiran SB-karbenisilin ortaminda kultiirlenmigtir.

Klltir ortaminin absorbansi 600 nm’de (ODego) 0.6'yva ulastidinda kiltiir ortam, santrifiijleme ile
clkanlmistir ve kalan malzeme, 20 mL SB-karbenisilin ortamindan yeniden sispansiyon halinde
tutulmustur ve 10*2 PFU VCSM13 yardima faj, yavasca kanstirma ile 37°C'de inkiibasyondan
sonrasinda buraya eklenmistir. Sonraki glinde kiltar ortami, santrifijleme ile toplanmistir ve
santrifiijleme sonrasinda 30 dakika boyunca 4°C'de %4 polietilen glikol 8000 (PEG8000) ve %3
sodyum klorirde {NaCl) ¢okeltilmistir. Stpernatan ¢ikanlmistir ve gokeltilen faj 1 mL PBS'de
suspansiyon halinde tutulmustur. Yukanda acgiklanan gezdirme prosesi, bir kitiphane olarak
sispansiyon halinde tutulmus faj kullarmlarak yinelenmistir, bdylelikle antijen-spesifik klenlar
guglendirilmigtir/yogunlastiriimistir.

insan DLL4 proteininin Notch-1-baglayicini alanina badlanan bir antikoru taramak icin insan DLL4
proteininin ve insan DLL4'lGniln spesifik bir bélgesine karsilik gelen bir delesyon fragmentinin
{amino asit kalintilan 27 ila 251) capraz-gezdirmesi defalarca gerceklestirilmistir. Sonrasinda
hiicreler, E.colinin  periplazmasinda scFv-tip proteinin  ifadesinin  IPTG  eklenerek
indiklenmesinden sonra, 400 xf SB-karbenisilin ortaminda sonrasinda inokiile edilmis ve inkiibe
edilmis tek kolonileri elde etmek igin bir antikor genini barindiran LB-karbenisilin agar ortaminda
plakalanmigtir ve kiltirlenmistir. £.cofi hiicreleri, TES ¢ozeltisinden (Tris, EDTA, sakkaroz)
siispansiyon halinde tutulmustur ve 1 saat boyunca 4°C'de beklemeye birakilmistir. Sonrasinda,
bir ELISA teknigi ile rekombinant insan DLL4 antijeni ve scFv arasindaki baglanmayi incelemek

tzere kullanilmis, periplazmayi ekstrakte etmek (izere santrifijlenmistir.
Bagh scFv, bir yabanturpu peroksidaz (HRP)-anti-HA antikor ve bir tetrametilbenzidin (TMB)

substrati  kullanilarak tespit edilmistir. Tespit edilen antijen-spesifik antikor klonlan

sekanslanmistir. Taranan scFv'nin sekanslama sonuglari, asagidaki Tablo 1'de gdsterilmektedir.

26



Tablo 1

Amino Asit Sekanslan CDR1 CDR2 CDR3

EVQLLESGGGLVQPGGSLRL GFTFSDY WIYSGSG ADWPFD

SCAASGFTFSDYAMSWVRQA AMS NKYYAD SVKG Y

PGKCLEWVSWIYSGSGNKYY (SEKANS (SEKANS (SEKANS  KIMLIK
Vi | ADSVKGRFTISRDNSKNTLY KIMLIK KIMLIK NUMARASI: 4)

LQMNSLRAEDTAVYYCARAD NUMARASI: 12) | NUMARASI: 3)

WPFDYWGQGTLVTVSS (SEKANS KIMLIK

NUMARASI: 8)

QSVLTQPPSASGTPGQRVTI TGSSSNIG ADSKRPS GTWDYS

SCTGSSSNIGSNDVTWYQQL SNDVT (SEKANS KIMLIK LSAYV

PGTAPKLLIYADSKRPSGVP (SEKANS KIMLIK ~ |NUMARASI: 6) (SEKANS

DRFSGSKSGTSASLAISGLR NUMARASTI: 5) KIMLIK

SEDEADYYCGTWDYSLSAYV NUMARAST: 7)
VL FGCGTKLTVL (SEKANS KIMLIK NUMARASI:9)
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Yukandaki sekansa sahip anti-DLL4 antikoru, "MLCK-2" olarak adlandinimistir.

Ornek 1-4: DLL4 ve VEGFYi Hedefleyen Cift-Hedefli Antikorun (Bispesifik _Antikor)
Preparasyonu

Ornek 1-3'te hazirlanan insan DLL4-badlayici scFv-tipi antikor, bir bag kullanilarak bir Avastin
IgG tipi antikora birlestirilmigtir, b&ylelikle ayrica insan VEGF'sine baglanabilen bir cift-hedefli
protein ifade vekt&ril hazirlanmistir (SEKIL 1b).

Hazirlanan cift-hedefli protein, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 ile temsil edilen bir agir-zincirli
amino asit sekansini (VEGF-DLL4 BsAb adir zincir) ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 20 ile temsil
edilen bir hafif-zincirli amino asit sekansina sahiptir. Agir zincir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2
ile temsil edilen adir-zincirli CDR1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 3 ile temsil edilen adir-zincirli
CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 ile temsil edilen adir-zincirli CDR3 iceren bir adir-zincirli
degisken bdlge; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR1, SEKANS
KIMLIK NUMARAST: 6 ile temsil edilen hafif-zincirli CDR2 ve SEKANS KIMLIK NUMARASTI: 7 ile

temsil edilen hafif-zincirli CDR3 iceren bir hafif-zincirli dedisken bolge icermektedir.

Cift-hedefli protein ifade vektéri kullanilarak CHO hiicrelerinde bir antikoru Gretmek icin ilgili
gen, intraseliiler gen iletim verimliliginin arttinimasi igin bir polimer kullanilarak hayvan
hiicrelerine transfekte edilmistir ve hiicreler, toplam 1#1ik hacme sise basi bir 200 m¢#lik
hacimde bir 500-ml Erlenmeyer kabinda (Corning Costar) kiiltirlenmistir. Ultra-diisiik-IgG fetal
bovin serumunu (Invitrogen Corp.) barindiran RPMI ortaminin (Invitrogen Corp.) ve CHO hicre
ortaminin bir 1¢ karnisimi, 4 giin boyunca bir inklibatérde (Sanyo) inkiibe edilmistir, bdylelikle
bir rekombinant protein Uretilmistir. Hlcre kultir ortami, rekombinant protein banndiran
sipernatani slispansiyon halinde tutulmus hiicrelerden ayirmak icin toplanmistir ve
santrifiijlenmistir, ve slipernatan, bir 0.22-um vakum filtresinin (Miilipore) iginden bir kere

filtrelenmistir.

Antikor saflastirma igin Avastin-DLL4 BsAb cift-hedefli antikor, birinci olarak, rekombinant
protein-A Sefaroz kolonu {Hitrap MabSelect Sure, 5 mL, GE healthcare) kullanilarak kiiltiirden
saflastinlmigtir. Spesifik olarak filtrelenmis kiiltiir ortami, rekombinant protein-A Sefaroz
kolonunda yuklenmistir. Kolon, bir 20-kat hacimde 50 mM Tris-Cl (pH?7.5), 100 mM NaCl
tamponu ile yikanmistir, ve katiskilan cikarmak icin bir 10 kat hacimde 50 mM Na-sitrat

tamponu (pH5.0) ile yikanmugtir. Antikor, 5 mM Na-sitrat 10 mM NaCl tamponu {pH3.4) ile
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aynstirilmistir ve 1M Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ile nétrlestirilmistir.

Ikinci saflastirma icin Avastin-DLL4 BsAb cift hedefli antikorunun bir agregasyonu, HiLoad TM
26/60 Superdex 200 Prep derecesi GL {(GE Healthcare) kullanilarak ¢ikarlmistir. Kolon, bir 2-
kat hacimde 50 mM Na-fosfat tamponu (pH6.0), 20 mM L-Arg ile dengelenmistir ve sonrasinda
saflastinimig Avastin-DLL4 BsAb cift-hedefli antikor, bunu biyiklige gére ayirmak icin kolonun

icinden gecmesi saglanmistir.

Kolonlar kullanilarak saflastirilan fraksiyonlar, SDS-PAGE ile analiz edilmistir (SEKIL 2), ve
pozitif fraksiyonlar, bir Amicon Ultra (30,000 MWCO, Millipore) konsantratéri kullanilarak
santrifiijleme ile konsantre edilmistir. Ayni konsantratdr kullanilarak fosfat tamponu ile tampon
degisimi ve konsantrasyon gergeklestirilmistir. Nihai olarak antikor, 0.22 um’lik bir gdzenek
buy(ikligine sahip bir sirnnga filtresinin icinden steril olarak filtrelenmistir, ve bunun absorbansi

(Azs0) antikor konsantrasyonunu belirlemek (zere dlglimistdir.

Ornek 2: ELISA ile DLL4 ve VEGF icin Cift-Hedefli Proteinin Badlayici Afinitelerinin

Analizi

DLL4 ve VEGEF icin cift-hedefli proteinin baglayic afinitelerinin analizi, bir ELISA-temelli ¢dzelti
rekabet tahlili kullanilarak degerlendirilmistir. Spesifik olarak bir 96-kuyucuklu plaka (Nunc-
Immuno Plate, NUNC, Rochester, NY), 4 °C'de gece boyunca kuyucuk basina 100 u¢ miktarinda
50 ng/m¢ hVEGF (R&D Systems, kat: 293-VE) ve 200 ng/m¢ rhDLL4 (R&D Systems, kat: 1506-
D4/CF) ile kaplanmistir, ve spesifik olmayan badlayic alanlar, 2 saat boyunca BSA (bovin serum
albiimin) ile bloke edilmistir. 96-kuyucuklu mikrotitre plakasinda antikor, 128 nM ve 64 nM'den
1/5-kat seyreltilmistir ve seyreltiklerin her birinin 100 «¢5/hDLL4 ve hVEGF proteinleri ile kaplh
plakanin her bir kuyucuguna eklenmistir. Sonrasinda plaka, 2 saat boyunca inkiibe edilmistir
ve %0.05 tween 20-barindiran PBS ile bes kere yikanmistir. Plakaya-badh antikoru tespit etmek
icin bir HRP-konjuge anti-Fab antikoru (Pierce, kat: 31414)) bir 1:40,000 oraninda
seyreltilmistir, yikanmis 96-kuyucuklu mikrotitre plakasina aktarilimistir ve sonrasinda 1 saat
boyunca 37 °C'de reaksiyona girmesi salanmistir. Reaksiyon sonrasinda bir kolorimetrik
susbtrat  (3,3',5,5-tetrametilbenzidin;  Sigma-Aldrich)  kullanllarak  renk  geligimi
gergeklestiriimistir. Enzimatik reaksiyon, 0.5 mol/¢ siilfurik asit kullanilarak durdurulmustur.

450 nm’de absorbans, SpectraMax 190 (molekiiler cihaz) kullanilarak dlculmistir.

SEKIL 3'te goriilebilecedi lizere meveut bulusun cift-hedefli proteininin spesifik olarak bunun
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hedeflerine (VEGF ve DLL4) baglandidi gdsterilmistir.

Ornek 3: DLL4 ve VEGF icin DLL4/VEGF Cift-Hedefli Proteinin Denge Ayrisma
Sabitinin (KD) Tahlili

Ornek 1’de saflastinlan cift-hedefli protein (bispesifik antikor), "Avastin-DLL4 BsAb” olarak
adlandinimistir ve antijenler icin saflastirimis antikorun afinitesi asagidaki gibi analiz edilmistir.
DLL4 ve VEGF icin Avastin-DLL4 BsAb cift-hedefli antikorunun badlanma afinitelerindeki
farklihdi incelemek igin bir BIACORE tahlili gergeklestirilmistir.

Spesifik olarak Biacore T200, SPR analizinde kullanilmistir ve bir galisan tampon olarak HBS-
EP (10 mM HEPES, pH7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, %0.15 slrfaktan P20) kullanimustir.
Ylzey preparasyonu, bir sihirbaz programimin bir ylzey preparasyon hedef immobilizasyon
aleti kullanilarak yvapilmistir (kosul: 25°C, 5 ué#/dk). Ligandlar (hWVEGF ve hDLL4), 10 mM
sodyum asetat tamponunda (pH 4.5) 5 pg/mé ve 4 pg/melik nihai konsantrasyonlara
seyreltilmistir ve sonrasinda her bir test grubu icin bir hedef immobilizasyon seviyesi ile CM5
cipinin yiizeyine immobilize edilmistir. Immobilizasyon prosesinde iki akis hiicresi, bir kiime
olarak dahil edilmistir, burada birinci ve Uciincli akis hiicreleri bir bosluk olarak ayarlanmistir,
ikinci akis hicresi, bunun yiizeyine immobilize edilen hVEGFye sahiptir ve dordiincii akis
hiicresi mevcut 6rnekte hDLL4 olarak ayarlanmistir. Birinci ve Uglinct akis hicreleri, spesifik
olmayan badlayicilar ve tampon etkileri yliziinden deney dediskenli bakimindan hesaba katmak
icin bir referans olarak hareket etmis ve analizde cikarilan RU degerleri (Fc2-Fcl ve Fcd4-Fc3)
deney sonuclan olarak kullamlmistir. hVEGF ve hDLL4‘e baglanan Avastin-DLL4 BsAb cift-
hedefli antikor, calisan bir tamponda 100 nMlik bir nihai molar konsantrasyonuna
seyreltilmistir, seri olarak 1/2 kere seyreltilmistir ve 5 seyreltinin her biri analiz edilmistir. Analiz
edilecek numune, minimumda 100 kereden daha fazla seyreltilmesi igin yeterli olan, yliksek
saflija ve yliksek konsantrasyona sahip olacak sekilde hazirlanmistir, béylelikle tampon etkisi
minimuma indirilmistir. TGm analiz, bir sihirbaz programi kullanilarak yapilmigtir, her bir
numune igin tarama iki kere yapilmistir ve bir rejenerasyon adimi, her bir analiz adiminin

arasina eklenmistir, boylelikle deneyin standardi sabit kalmaktadir.

Deney sonuglari, Biaevaluation yazili versiyon 4.0 ile analiz edilmistir. Bu sefer RU degerlerini
(Fc2-Fcl ve Fcd-Fe3) belirlemek igin taban hatt sifira ayarlanmigtir, bir tampon enjeksiyon
parcasinda (analit, 0 nM) Slgllen degder, bir tam senstrgramdan gikarilmistir. Sonrasinda ortaya

¢ikan RU degeri, bir baglanma afinitesini belirlemek icin bir Bivalent bagdlama modeli ile analiz
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edilmistir. Analiz edilecek faktorler ks (M1s!), kq (s) ve Kp (M) icermektedir. Spesifik olmak
gerekirsek ki, bir baglanma afinitesi (tanima) gdsteren bir iliskilendirme sabitidir ve kg stabiliteyi

gdsteren bir aynsma sabitidir.

Tablo 2, hVEGF igin cift-hedefli proteinin baglanma afinitesinin analiz sonuglarini
gostermektedir, ve Tablo 3, hDLL4 icin cift-hedefli proteinin baglanma afinitesinin analiz

sonuglanini gdstermektedir.

Tablo 2
Antikor Ka(M1s1) Kd(sH) Ko
Avastin-DLL4 BsAb 1.34E04 1.68E-06 |1.26E-10

Tablo 3
Antikor Ka(M-1s1) Kd(st) [Ko

Avastin-DLL4 BsAb 1.94E04 5.87E-04 |3.02E-08

Tablolar 2 ve 3'te yukarnda gorilebildigi lzere denge ayrisma sabiti Ko(M), kd'nin ki'va
bolinmesivle (ko/ka) hesaplanmistir. hVEGF icin badlanma afinitesinin analiz sonuglari, Ko
dederinin, Avastin IgG'nin denge ayrisma sabitine benzer olan yaklasik 0.126 nM oldugunu
gostermistir (SEKIL 4a ve Tablo 2), ve hDLL4 icin baglanma afinitesinin analiz sonuglari, Kp
degerinin, yaklasik 30 nM oldudunu géstermistir (SEKIL 4b ve Tablo 3). Bu, mevcut bulusa
ait cift-hedefli proteinin badlanma afinitesinin, yliksek seviyede interferans olmadan her bir
antijen igin gergeklestirildidini gdstermektedir.

Ornek 4: Anti-DLL4/VEGF Cift-Hedefli Proteinin Notrlesme Etkisinin Tahlili

Avastin-DLL4 BsAb cift-hedefli antikorunun nétrlesme etkisi analizi, bir ELISA-temelli ¢6zelti
rekabet tahlili kullanilarak degerlendirilmistir. Spesifik olarak bir 96-kuyucuklu plakanin (Nunc-
Immuno Plate, NUNC, Rochester, NY) her biri, 100 x¢ of 500 ng/m.¢ hNotch-1-hFc protein
{R&D Systems) (PBS seyreltilmis) ile gece boyunca 4 °C'de kaplanmistir, ve sonrasinda spesifik

olmayan baglayici alanlar bloke etmek icin 2 saat boyunca BSA ile tedavi edilmistir.

96-kuyucuklu mikrotitre plakasinda Avastin-DLL4 BsAb gift-hedefli antikorunun (saflastirimig
protein), 0 nM ila 140 nM araliginda olan bir antikor konsantrasyonunda antijen proteininin
(insan DLL4-His, 600 ng/m¢) seri seyreltileri ile dnceden kanstinlmistir. Antijen/antikor kangimi

30 dakika boyunca inklibe edilmistir ve sonrasinda serbest antikoru dlgmek icin DLL4 reseptorii
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hNotch-1 protein (50 ng/kuyucuk) ile &nceden kaplanmis bir mikrotitre plakasina aktarilmstir.
Sonrasinda plaka, 2 saat boyunca inkiibe edilmistir ve %0.05 tween 20-banndiran PBS ile beg
kere yikanmistir. Plakaya bagl DLL4 antijenini tespit etmek icin bir HRP-konjuge His anti-fare
Ig poliklonal antikor reaktifi (Roche applied science) bir 1:8000 oraninda seyreltilmistir,
yikanmig mikrotitre plaka seyreltiimis antikor reaktifi ile islenmistir ve sonrasinda 1 saat
boyunca 37 °C'de reaksiyona girmesi saglanmistir. Sonrasinda bir kolorimetrik substrat
(3,3',5,5'-tetrametilbenzidin; Sigma-Aldrich Co.) kullanilarak renk gelisimi gergeklestirilmistir ve
enzimatik reaksiyon, 0.5 mol/¢ sllfirik asit kullamlarak durdurulmustur. 450 nm‘de absorbans
dlclilmiistir ve Slgim sonuclan, SEKIL 5%e gosterilmektedir. Plaka-ile kaph Notch 1-hFc
proteinine (ICso) baglh insan DLL4-His'inde bir %50 oraninda dislisi gerceklestirmek igin

gerekli antikor miktar asagidaki Tablo 4'te g&sterilmektedir.

Tablo 4
Klon ICs (NM)
VEGF-DLL4 BsAb 1.12

Yukaridaki Tablo 4'te goriilebilecedi lizere mevcut bulusun cift-hedefli proteini, DLL4 igin 1.12
nM’lik bir diislik ICso dederi gdstermistir, boylelikle bunun, yalnizca anti-DLLT antikorununkine

karsilastinlabilir DLL4 inhibitdr aktivitesine sahip oldugunu énermektedir.

Ornek 5: Capraz-Badlama Reaksiyonu ve Kiitle Spektrometrisi ile Epitop Eslestirme

Birden fazla kesintili sekanstan olusan ancak bir tek molekiiler yiizeyi konformasyonel olarak
olugan bir konformasyonel epitopu tanimlamak igin capraz-badlama reaksiyonlari ve kitle
spektrometrisi ile capraz-baglama reaksiyonlarinin konumlarinin belirlenmesine dair teknik

kullaniimistir.

Ornek 5-1: Capraz-Badh Kompleksin Olusumu

Ornek 1-3'lin antijen proteini insan delta-benzeri ligand 4 (insan DLL4, hDLL4, R&D Systems)
ve MLCK2'si, 2:1 molar oraninda birbiri ile kanstinimistir, ve sonrasinda bir K200 capraz-bag
{CovalX AG) 0.2 mg/ml'lik bir nihai konsantrasyonda buraya eklenmistir. Karigim, bir antijen-
antikor kompleksini olusturmak igin 3 saat boyunca oda sicakliginda reaksiyona girmesi
saglanmistir ve sonrasinda reaksiyon Griindnin molekiil agirhdi, bir Ultraflex II MALDI ToF

spektrometresi (Bruker Daltonics) kullanilarak analiz edilmistir. SEKIL 6'da gosterildigi iizere
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capraz-bag kullanildidinda insan DLL4 ve MLCK2 antikoru arasindaki 1:1 ve 2:1 kompleksleri,
hicbir capraz-badin kullanilmadigdi bir kontrol deneyinden farkl olarak olusturulmustur. Ancak
insan DLL4 veya MLCK2 antikorunun yalnizca capraz-bag ile reaksiyona girmesi sadlandiginda
herhangi bir multimer veya kompleks tespit edilmemigtir, bdylelikle insan DLL4/MLCK2 antikor
kompleksinin olusumunun, DLL4 ve MLCK2 arasinda spesifik bir reaksiyondan kaynaklandig

onerilmektedir.

Ornek 5-2: Proteaz ile Fragmentlerin Olusumu

Capraz bagli peptit fragmentlerini tanimlamak icin d0-DSS (dis(iksinimidil subsrat) ve d12-DSS,
1:1 oraninda birbiri ile kanstinimigtir ve 2 mg/ml ¢ozelti olusturmak icin DMF'de ¢éziinmustur.
Gozelti, 0.2 mg/mllik bir nihai konsantrasyona 2:1 DLL4 ve MLCK2 karisimina eklenmigtir ve 3
saat boyunca oda sicakliginda bir ¢apraz-badlama reaksiyonuna tabi tutulmustur. Reaksiyon
riint, etkili bozunma icin DTT (ditiyotreitol) ve iyodoasetamit kullanularak indirgeme ve
alkilasyon ile modifiye edilmistir ve tripsin, a-kimotripsin veya ASP-N proteaz gibi bir proteaz
kullanilarak fragmentli olmustur. Uretilen fragmentler, bir Ultimate 3000 nano-sivi kromatografi
sistemi (Dionex) ve bir LTQ Orbitrap XL kutle spektrometresi (Thermo) ile analiz edilmigtir, ve
elde edilen kiitle spektrometri verisi, capraz-bagli peptit ciftlerini tespit etmek i¢in Xquest
{versiyon 2.0) yazihmi ve Stavrox (versiyon 2.1) yaziimi ile analiz edilmistir. Sonug olarak
asagida Tablo 5'te gbsterildigi Uzere hDLL4 ve MLCK2 arasinda capraz bagdlanma ile olusturulan

peptit ¢iftleri tespit edilebilmektedir.

Bir capraz-baglama reaksiyonunun olustugu insan DLL4 Uzerindeki konumlar, insan DLL4’Un
amino asit sekansinin 59, 63, 64 ve 110 amino asit kalntilan olmustur. 58" ila 65
[FRVCLKHF] amino asit kalintilarindan (SEKANS KIMLIK NUMARASTI: 22) olugan bir amino asit
sekansi ve 110" jla 115" [TWPGTF] amino asit kalintilarindan (SEKANS KIMLIK NUMARASI:
23) olusan bir amino asit sekansi olan iki fragment, SEKIL 7’de gésterildigi tizere bir insan DLL4
C2 alan (27-174) (zerinde bir kesintisiz molekiler ylizeyi olusturmaktadir. Dolayisiyla

sekanslar, MLCK?2 antikoru igin insan DLL4'(in epitopu oldugu belirlenebilmektedir.
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Tablo 5

Sekans Protein 1 Protein 2 | Sek. Protein 1 | Sek. Protein 2 | Kimlik-Puan | nAA1 | nAA2 Xquest Stavrox
uzerindeki {izerindeki

kimlik kimlik
ADSVKGRF-TWPGTF-a3-b1l MLCK2HC hDLL4 60-67 110-115 13.62 62 110 evet evet
ADSKRPSGVPDRF-FRVCLKHF-a12-b2 MLCK2LC hDLL4 50-62 58-65 11.59 62 59 evet evet
ADSKRPSGVPDRF-FRVCLKHF-a3-b7 MLCK2LC hDLL4 50-62 58-65 9.47 53 64 evet evet
ADSKRPSGVPDRF-FRVCLKHF-a3-b2 MLCK2LC hDLL4 50-62 58-65 6.33 53 59 evet evet
ADSKRPSGVPDRF-FRVCLKHF-a3-b6 MLCK2LC hDLL4 50-62 58-65 6.15 53 63 evet evet
ADSKRPSGVPDRF-FRVCLKHF-a4-b2 MLCK2LC hDLL4 50-62 58-65 5.04 54 59 evet evet
ADSKRPSGVPDRF-FRVCLKHF-a12-b7 MLCK2LC hDLL4 50-62 58-65 3.87 62 64 evet evet
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Ornek 6: Western blotlama ile Epitop Eslemenin Incelenmesi

Insan DLL4'Uiniin bir alanin ikame mutant paneli, asagidaki gibi hazirlanmistir, burada insan
DLL4Un ekstraseliiler protein bdlgesinin amino asit sekansinda konumlar 64 (histidin), 65
{fenilalanin) ve 69'daki {valin) amino asit kalintilarinin her biri, alanin ile ikame edilmistir. Alanin
ifade mutantlar icin bir ifade vektorii olarak, Ornek 1-1'de acklandi§i Uzere DLL4'ln
ekstraselller alaninin spesifik bdlgesine karsilik gelen antijenin preparasyonunda kullanilan
vektdr kullamlmistir. Spesifik olarak vektor, insan DLL4'Unln spesifik bdlgesinin amino asit
sekansinin amino asit kalintilan 27 ila 251'e karsilik gelen bir gen icermektedir, ve bu bolge,
Notch 1 reseptdrine baglandigi bilinen “DSL (delta/Serrate)/gecikme-2)" olarak adlandinlan

bir motifi barindirmaktadir.

F¢ proteini ile birlesgtirilen DLL4'Un ekstraselller alanin bir delesyon fragmentini {amino asit
kalintilan 27 ila 251) kodlayan bir polinikleotidin yukar akimi bir CMV promotdrini iceren bir
memeli ifade plazmidi, standart bir rekombinant DNA teknigi kullanilarak hazirlanmistir. Alanin
ile vektdrdeki amino asit kalintilan 64, 65 ve 69'un her birini ikame etmek igin bir rekecmbinant
DNA teknidi (QuikChange Site-Directed Mutagenesis, Agilent) kullanilmistir ve mutantlar,
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) kullanilarak HEK293E hayvan hiicrelerine transfekte edilmistir
ve ifade ortami geri kazanildiktan sonra 4 glin boyunca inkiibe edilmistir. Bir kontrol olarak
yabani-tip DLL4'Gn ekstraselller alaninin bir delesyon fragmentini (amino asit kalintilan 27 ila

251) kodlayan bir protein kullanilmistir.

4 gun boyunca inkiibe edilen mutant ifade ortami, slispansiyon halinde tutulmus malzemenin
cikariimasi igin 10 dakika boyunca oda sicakldinda 1000 dds'de santrifiijlenmistir, ve
sonrasinda bir 0.45-um sinnga vasitasiyla filtrelenmistir. Western blotlama analizi igin mutant
ifade ortaminda proteinin seviyesi, mutantin bir birdrnek miktan SDS jeli lizerine yuklenecek
sekilde Octet® sistemi (ForteBio) kullanilarak niceliklendirilmistir. Sonrasinda her bir mutant
ifade ortaminin 20 pl’si, iki Novex %4-12 Bis/Tris jellerinin her birinde yiklenmistir ve 50 dakika
boyunca 140 V'de MOPS tamponu kullanilarak jel elektroforezine tabi tutulmustur. Bir kontrol
olarak yabani-tip DLL4'lin ekstraselller alaninin bir delesyon fragmentini (amino asit kalintilan
27 ila 251) kodlayan bir protein kullanilmigtir. Elektroforezin tamamlanmasindan sonra protein
bandi, bir poliviniliden diflorir membranina aktanlimigtir.  Toplamda iki proses
gergeklestiriimisgtir. Bir proseste mutant ve yabani-tip proteinlerinin birérnek miktarlarinin,
DLL4'Un ekstraselliler alaninin delesyon fragmenti (amino asit kalintilan 27 ila 251) SDS jeline

ylklendiginde yiiklenip yiiklenmedidini incelemek icin bir HRP-konjuge anti-insan Fc antikoru
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{1:10000) (Pierce Kat: 31413), aktanlan membrana baglanmistir, ve sonrasinda membran,
PBS-T ile Ug¢ kere yikanmistir. Diger ydontemde MLCK2 antikorunun afinitelerinin mutantlara
baglanmasini incelemek icin MLCKZ2 antikoru (1 pg/mL} Oncelikle aktarlan membrana
badlanmistir, membran, PBS-T ile {ic kere yikanmistir, ve sonrasinda bir HRP-konjuge anti-
insan Fab antikoru (1:10000) membrana bagdlanmistir, bundan sonran PBS-T ile ¢ kere
yikanmigtir. Sconrasinda Amersham ECL Western blotlama tespit reaktifi (GE Healthcare),
membrana uygulanmigtir ve sinyal, ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

SEKIL 8'de gosterildigi lizere Western blotlama analizinin sonuclar, yabani-tip ve DLL4'lin
ekstraselller alaninin delesyon fragmentini {(amino asit kalintilan 27 ila 251) kodlayan mutan
proteinlerin bir birdrnek miktarda ylklendidini gostermistir. Ek olarak mutantlar icin MLCK2
antikorunun badlama afiniteleri incelendiginde konum 64'te amino asit mutanti igin MLCK2'nin
bagdlayic afinitesinin kayboldugu ve konum 65'te amino asit icin MLCK2 antikorunun baglayici
afinitesinin énemli dlglide azaltildigi gorilebilmektedir. Ek olarak konum 69°'da amino asit

mutantinin, MLCK2 antikorunun badlama afinitesini etkilemedidi gosterilmistir.

Ornek 7: Insan Umblikal Ven Endotelival Hiicrelerin (HUVEC'ler) Proliferasyonu

iizerinde DLL4/VEGF Cift-Hedefli Antikorun Etkisinin Analizi

DLL4 ve VEGFYye badlanan cift-hedefli antikorun, insan umblikal ven endoteliyal hiicreler
{HUVEC'ler) (zerindeki etkisini analiz etmek icin Lonza’dan satin alinan insan umblikal ven
endoteliyal hicreler (HUVEC'ler) deneyde kullanilmistir.

HUVEC'erin kiltirl icin T-kabi (Nunc), 4-6 saat boyunca bir oda sicaklifindan %1 jelatin
{Sigma} barindiran PBS tamponu (Gibco) ile kaplanmistir ve sonrasinda PBS ile yikanmistir.
EBM-2 barnndiran EGM-2 Tek Kuot (Lonza), bir kiltiir ortami olarak kullanilmistir, bir hiicre
kaltirinin yogunlugu, %80'nin altinda surdirilmistir ve hiicreler bir %5 CO; inkiibatoriinde
37°C'de kiiltirlenmistir. Gecis 6 6ncesinde hlcreler bu deney igin kullamlmigtir. Bir HUVEC
proliferasyon tahlili asagidaki sekilde yapilmistir. Birinci olarak bir hDLL4-kapli plakay
hazirlamak igin, deney gergeklestiriimeden bir gin énce rhDLL4 (R&D Systems), bir 96-
kuyucuklu plakada (BD) 1 mg/mllik bir nihai konsantrasyona bir karbonat tamponunda
seyreltilmistir, ve 100 ml seyreltilmis rhDLL4 her bir kuyucuga inoklile edilmistir ve plaka, gece
boyunca 4°C'de inkiibe edilmistir. Ek olarak HUVECler, serum etkisini en aza indirmek icin 24

saat boyunca %0.1 FBS ile takviye edilen EBM-2 minimal ortaminda kulttrlenmistir. Deneyin
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birinci gliniinde rhDLL4-kapl plakanin her bir kuyucugu, PBS ile iki kere yikanmistir, ve her bir
test grubu icin hVEGF'nin (50 ng/mL) her biri ve antikorlar (Avastin: 20 mg/mL; yalnizca anti-
DLL4 antikoru: 20 mg/mL; Avastin-DLL4 BsAb cift-hedefli antikor: 26 mg/mL), EBM-2 minimal
ortam ile seyreltilmistir, ve sonrasinda iiglii olarak her bir kuyucuga eklenmistir, sonrasinda 20
dakika boyunca bir oda sicaklifinda inkiibe edilmistir. 24 saat boyunca dayanan HUVEC ler, tek
hiicrelere aynstinlmistir ve EBM-2 minimal ortam ile 4 x 10° hiicre/kuyucuda seyreltilmistir.
Seyreltilmis hiicreler, antikor ile tedavi edilen kuyucuga inokiile edilmistir ve 96 saat boyunca
37°C'de bir %5 CO: inkubatdriinde inkiibe edilmistir. Hiicre proliferasyonu tamamlandiktan
sonra 10 pl hiicre sayma kiti-8 (CCK-8, Dgjino), her bir kuyucuga eklenmistir ve plaka, 5 saat
boyunca 37°C'de bir %5 CO; inkibatériinde inkiibe edilmistir. SpectraMax 190 (Molecular
Devices) kullamilarak 450 nm‘deki numunenin absorpsiyonu &lgllmuistir ve hicre

proliferasyonunun seviyeleri, farkli test gruplari ile karsilastiriimstir.

SEKIL 9'un tiim sekillerinde (PBS-ile tedavi gormiis grup) gosterildigi lzere DLL4/Notch
sinyalizasyonu aktiflestirildiginde vaskiiler endoteliyal hiicrelerin proliferasyonu, yaklagik %30
oraninda inhibe edilecektir, 6te yandan vaskuler endoteliyal hiicrelerin proliferasyonu VEGF
tarafindan aktiflestiriimektedir. Yukanda aciklandigi (izere in vivo mekanizmalarda VEGF
antikorunun, béylelikle timébrlerin blylimesini ve metastazini inhibe etmek igin timédrlerin
anjiyojenezini inhibe ettigi, oysa DLL4 antikorunun, boylelikle tiimdrlerin bliyimesini inhibe
etmek icin timérlerde anormal kan damarlannin (inaktif kan damarlar) asir Gretimini
indikledigi bilinmektedir. SEKIL 9'un sonuclarinin, /7 vitro VEGF ve DLL4'Uin farkh anjiyojenik

mekanizmalarini yansittigi séylenebilmektedir.

SEKIL 9a‘da gériilebildigi lizere vaskiiler endoteliyal hiicrelerin proliferasyonunda 8nemli bir rol
oynayan VEGF ve bunun reseptéri, ve VEGFR sinyalizasyon yolu, VEGF-hedefli antikor
{Avastin) ile tedavi edilmektedir, vaskiiler endoteliyal hiicrelerin proliferasyonu, DLL4'Un
varhidina veya yokluguna bakilimaksizin bir konsantrasyona bagdh sekilde inhibe edilmistir. Ancak
yalnizca DLL4-hedefli antikor ile tedavi dolayisiyla elde edilen sonuglan gésteren SEKIL 9b'de
gosterildidi izere, higbhir DLL4'On bulunmadigi deney grubunda antikor konsantrasyonu,
endoteliyal hicrelerin proliferasyonu Uzerinde dnemli etkiye sahip oclmamistir, ve DLL4ln
bulundugu deney grubunda vaskiler endoteliyal hiicrelerin proliferasyonu, DLL4-hedefli
antikorun konsantrasyonuna bagl bir sekilde yeniden olusmustur. Cift-hedefli protein ile
tedavinin gergeklestirildidi durumlarda, DLL4'Gn bulunmadidi deney grubunda cift-etkili
protein, Avastin antikoru ile tedavininkine (SEKIL 9c¢; kalin cubuklar) benzer bir proliferasyon

inhibitér etkisi géstermistir, ancak DLL4'lin bulundudu deney grubunda cift-hedefli proteinin
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proliferasyon inhibitér etkisi azaltilmistir {(SEKILLER 9a ve 9c; beyaz ¢ubuklar).

DLL4-hedefli antikor ile tedavi edilen grubun, yalnizca VEGF-hedefli antikor ile tedavi edilen ile
kargilagtinlabilir bir proliferasyon inhibitor etkisi géstermedidi durumlarda mevcut bulugun gift-
hedefli antikorunun, VEGF ve DLL4 sinyalizasyon yollarini etkili bir sekilde inhibe ettigi
gdrilebilmektedir.

Ornek 8: DLL4/Notch ve VEGF/VEGFR Sinvalizasyon Yollarl lizerinde DLL4/VEGF

ift-Hedefli Antikorun Inhibitor Aktivitelerinin Analizi

DLL4 ve VEGF'ye badlanan cift-hedefli antikorun, DLL4/Notch ve VEGF/VEGFR sinyalizasyon
yollan {izerindeki inhibitér aktivitelerini incelemek icin HUVEC'ler, Ornek 4'te kullarilan ile ayn
yonteme gore kullanilmistir. Spesifik olarak, deneyin gergeklestirilmesinden bir glin 6nce bir
rekombinant insan DLL4 (rhDLL4, R&D Systems), karbonat tamponu ile 1 mg/ml’lik bir nihai
konsantrasyona seyreltilmistir ve sonrasinda 1 ml/kuyucuk seyreltilmis rhDLL4, bir 6-kuyucuklu
plakaya (BD) eklenmistir ve gece boyunca 4°C'de inkiibe edilmistir. Bu rhDLL4 ile tedavi
edilmeyen bir kontrol grubu icin 1 mi/kuyucuk karbonat tamponu, yalnizca plakaya eklenmistir
ve gece boyunca 4°C'de inkibe edilmistir. Sonraki gin, DLL4-ile kaph plaka, bir 4°C
dondurucudan alinmistir ve PBS ile bir kere yikanmistir, ve 1 ml EGM-2 ortami plakanin her bir
kuyucuguna eklenmistir. Sonrasinda antikorlarin (Avastin: 20 mg/mL; DBZ: 0.08 mM; yalnizca
DLL4-hedefli antikor: 20 mg/mL; yalnizca Oncomed DLL4-hedefli antikor: 20 mg/mL; Avastin-
DLL4 BsAb cift-hedefli antikor: 26 mg/mL) her biri her bir kuyucuga eklenmistir. Her bir
kuyucuktaki nibai hacim 2 ml olmustur ve eklenen antikecrun hacmi, ortam hacminin iki kat
olmustur. Plaka, 20 dakika boyunca oda sicakliinda inkiibe edilmistir. Antikor tedavisi sirasinda
gegisler #2 ila #5%e HUVECleri barindiran 75T plaka, plakadan ¢ikanimistir ve sonrasinda
hiicreler, tek hicreler olarak aynstinlmistir. Santrifijleme vasitasiyla HUVEC'ler yikanmistir ve
taze bir EGM-2 ortaminda yeniden stspansiyon halinde tutulmustur. Hiicreler sayildiktan sonra
hiicreler, 5 x 10° hiicre/ml’ye seyreltilmistir ve 1ml hiicreler, her bir kuyucugda inokiile edilmistir
ve bir giin boyunca 37 °C'de %5 CO: inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Bir giin boyunca
HUVECler kiltlrlendikten sonra ortam, her bir kuyucuktan ¢ikanlmistir ve hiicreler PBS ile bir
kere yikanmistir ve %0.2 FBS barindiran 2 ml EBM-2 minimal ortami ile tedavi edilmistir. Ayrica
Onceki glin tedavi edilmis antikorlann (Avastin: 20 mg/mL; DBZ: 0.08 mM; yalnizca DLL4-
hedefli antikor: 20 mg/mL; yalnizca Oncomed DLL4-hedefli antikor: 20 mg/mL; Avastin-DLL4
BsAb ¢ift-hedefli antikor; 26 mg/mL) ayni konsantrasyonun her biri ile her bir kuyucuk tedavi
edilmistir ve hiicreler, bir glin boyunca 37 °C'de %5 CO: inkibatdrinde inkObe edilmistir.
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Sonrasinda her bir antikor ile tedavi edilmis HUVEC'leri barindiran her bir kuyucuk, 100 ng/mi
hVEGF (R&D Systems) ile tedavi edilmistir ve 5 dakika boyunca 37°C'de %5 CO; inklbatérinde
inkiibe edilmistir. Sonrasinda plaka alinmistir ve ortam hizh bir gekilde gikanlmigtir. Hiicreler bir
kere PBS ile yikanmigtir, ve 150 ul bir hicre lizis tamponu (%1 NP-40, 20mM Tris, 137mM
NaCl, %10 Gliserol, 2mM EDTA, 1mM Sodyum ortovanabat, 1x Proteaz & fosfataz inhibitor

kokteyli) her bir kuyucuga eklenmistir ve plaka, lizis tamponunu yaymak icin galkalanmistir.

Hemen sonrasinda plaka buzun Uzerine koyulmustur ve HUVEC'ler, bir siyinci kullanilarak her
bir kuyucuktan toplanmistir ve bir 1.5 ml tlipe koyulmustur ve buz lzerinde durmasi
saglanmigtir. Her 5 dakikada bir hiicreleri barindiran 1.5 ml tiip buzdan alinmistir, ¢ kere
dakika boyunca 4°C'de ve 14000 dds'de santrifGjlenmistir ve izole slipernatan, taze bir tlpe
aktanimistir ve tartilmistir. SDS-PAGE analizi igin siipernatan, 5x SDS numune tampocnuna
eklenmistir ve 10 dakika boyunca 100°C'de kaynatimistir, sonrasinda SDS-PAGE analizi
yapiimistir. Bu sirada hazirlanan protein numuneleri, %4 ila %12 bis-TRIS jeli vasitasiyla
islenmistir, ve buylkliklerine gore ayrimistir ve aynlan proteinler, asadidaki antikorlar ile
Western blotlanmigtir (SEKIL 10). NICD (Hiicre sinyalizasyonu), PERK (Hiicre sinyalizasyonu),
ERK (Hucre sinyalizasyonu), VEGFR2 (Hiicre sinyalizasyonu), P-VEGFR2 (Hiicre sinyalizasyonu)
ve Aktin (Santa Cruz).

SEKIL 10'da gosterildidi lizere mevcut bulusun cift-hedefli antikoru, yalnizca DLL4-hedefli
antikor ve vyalnizca VEGF-hedefli antikor ile gerceklestirilenlere benzer seviyelere kadar
DLL4/Notch ve VEGF/VEGFR sinyalizasyon yollarnini inhibe edebilmektedir.

Ornek 9: Avastin-Direncli insan SCH Gastrik Kanseri Ksenogreft Modelinde Cift-

Hedefli Antikorun Antikanser Aktivitesinin Analizi

Literatlirde raporlandigi lzere insan SCH insan gastrik kanseri hiicreleri Avastin’e karsi
direnglidir. Dolayisiyla, ¢ift-hedefli antikorun etkisi ile ilgili bir deney, SCH hticrelerine sahip bir
ciplak fare ksenogreft modelinde gercgeklestirilmistir.

Spesifik olarak Avastin-direncli SCH gastrik kanser hiicreler, disi ¢iplak farelere inokiile
edilmistir, ve timor buyOkluda ortalama bir 200 mm?'e ulastidinda antikorlarin her biri, meveut
bulusun ¢ift-hedefli antikorunun /7 vivo antikanser aktivitesini onaylamak igin haftada bir kere

farelere uygulanmistir (SEKIL 11). Ciplak fare ksenogreft modelinde bu in vivo deneyde, insan

39



10

15

20

25

30

DLL4 epitopuna (DSL alan) esit fare DLL4 epitopuna (DSL alani) baglanan cift-hedefli proteinin
yerine gecen bispesifik antikor Avastin-fare DLL4, cift-etkili antikorun mikemmel antikanser
etkisini gdstermek igin insan DLL4'UG hedefleyen Avastin-DLL4 cift-hedefli antikorun yerine

uygulanmstir.
SEKIL 11'de gésterildidi tzere /i vivo deneyin sonuglan, mevcut bulusun cift-hedefli
proteininin, Avastin-direncli gastrik kanser hiicrelerine karsi énemli &lclide arttinlmis bir

antikanser etkisine sahip oldugunu gdstermistir,

Ornek 10: Avastin-Direncli Insan A549 Akciger Kanseri Ksenogreft Modelinde Cift-

Hedefli Antikorun Antikanser Aktivitesinin Analizi

A549 hicreleri, sonrasinda 3 ay boyunca Avastin (2.5 mg/kg/hafta) ile tedavi edilen ¢iplak
farelere inokile edilmistir, boylelikle Avastin ile tedavi sonrasinda bile bunun bulytkligund
azaltmadan timériin blyldigl Avastin-direngli A549 kanser hiicreleri elde edilmistir. TUmor
ayrilmistir ve sonrasinda Avastin-direncgli A549 hiicreleri, cift-hedefli antikorun etkisini analiz

etmek igin ex vivo inkibe edilmistir.

Spesifik olarak Avastin-direncli A549 akciger kanser hiicreler, disi ciplak farelere inokile
edilmistir, ve timér biiy(kliga ortalama bir 200 mm*'e ulastiinda antikorlarin her biri, mevcut
bulusun ¢ift-hedefli antikorunun in vivo antikanser aktivitesini onaylamak icin haftada iki kere
farelere uygulanmistir (SEKIL 12). Avastin-direncli A549 hicrelerini kullanan bu # vivo
deneyde, insan DLL4 epitopuna esit fare DLL4 epitopuna baglanan cift-hedefli proteinin yerine
gegen bispesifik antikor Avastin-fare DLL4, cift-etkili antikorun mikemmel antikanser etkisini
gdstermek igin insan DLL4U hedefleyen Avastin-DLL4 cift-hedefli antikorun yerine

uygulanmistir.
SEKIL 12'de gosterildigi (izere /n vivo deneyin sonuglar, mevcut bulusun cift-hedefli

proteininin, Avastin-direncli akciger kanser hiicrelerine karsi dnemli dlgiide arttinimis bir

antikanser etkisine sahip oldugunu gdstermistir.
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Tumor Hacmi (mm~3)
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